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Ubersetzung 



Bei dieser Patentanmeldung handelt es sich urn eine Teilfortf uhrungs- 
anmeldung der gleichzeitig anhangigen alteren US-Patentanmeldung 
Nr. 882.044 des Anmelders, die am 3. Juli 1986 eingereicht wurde. 



1 EINFUHRUNG 

Diese Erfindung betrifft Stoffe, die bestimmte magnetische und 
biologische Eigenschaf ten aufweisen, die sie einzigartig geeignet 
machen fur eine Verwendung als Kontrastmittel zur Kernspin tomo- 
graphic, urn die nach dem Magnetresonanzverfahren aufgenommenen 
Bilder von tierischen Organen und Geweben zu verbessern. Diese 
Erfindung betrifft insbesondere die In -vivo - Verwendung von biolo- 
gisch abbaubaren und metabolisierbaren superparamagnetischen 
Metalloxiden als Kontrastmittel zur Kernspintomographie. Je nach 
Zubereitung liegen diese Metalloxide als superparamagnetische 
Teilchen-Dispersoide oder als superparamagnetische Fluids vor, wobei 
das Suspensionsmittel ein physiologisch annehmbarer Trager ist Diese 
Dispersoide und Fluids werden an Tiere und Menschen auf eine 
Vielzahl von Wegen verabreicht, und die darin enthaltenen Metalloxide 
sammeln sich in bestimmten, abzubildenden Zielorganen an. Die 
Biodistribution der Metalloxide in Zielorganen oder -geweben erlaubt 
ein detailliertes Abbild dieser Organe oder Gewebe, da die Metalloxide 
aufgrund ihrer superparamagnetischen Eigenschaften tiefgreifende 
Wirkungen auf die Wasserstoffkerne ausiiben, die fiir das nach dem 
Magnetresonanzverfahren aufgenommene Bild verantwortlich sind. 
Aufierdem sind die Dispersionen und Fluids recht stabil, wobei die 
Fluids sogar einer Autoklav-Behandlung unterzogen werden konnen, 



ohne dafi sich dadurch nachteilige Auswirkungen auf ihre Brauchbar- 
keit ergeben. Somit sind diese Stoffe gut geeignet fur eine In-vivo- 
Anwendung. 

Der Superparamagnetismus in Kombination mit der biologischen 
Abbaubarkeit machen die hier beschriebenen Stoffe besonders geeignet 
fur eine Verwendung als Kontrastmittel zur Kernspintomographie. Die 
superparamagnetischen Eigenschaften, aus denen sich tief grundige 
Fahigkeiten zur Anderung von Magnetresonanz-Bildern ergeben, 
ermoglichen es, diese Stoffe in Konzentrationen einzusetzen, die unter 
den Konzentrationen liegen, die zur Kernspintomographie mit anderen 
Arten von magnetischen Stoffen erforderlich sind. Die Eigenschaft der 
biologischen Abbaubarkeit bewirkt optimale Retentionszeiten inner- 
halb der abzubildenden Organe und Gewebe, d-h- die Stoffe verweilen 
ausreichend lange in diesen Organen und Geweben, urn die Anf erti- 
gung eines Bildes zu gestatten, bevor sie schliefilich aus dem Organ 
oder Gewebe entfernt bzw. in dem Organ oder Gewebe abgebaut 
werden. Bemerkenswerterweise wird bei der Verabreichung von 
Mitteln auf Eisenbasis das darin enthaltene Eisen letztlich metabolisiert 
und in das Hamoglobin des Subjekts inkorporiert. 

Die besagten Stoffe konnen daher zu einer Vielzahl von Zwecken 
der klinischen Diagnose eingesetzt werden, so u.a. zur Erkennung von 
kanzerogenen Schaden in Leber- und anderem reticuloendothelialem 
Gewebe, zur Erkennung von kanzerogenen oder anderen Schaden im 
Darm, zur Erkennung von Leberkrankheiten wie z.B. Leberzirrhose 
und Hepatitis sowie zur Beurteilung der Leberregeneration. Diejenigen 
Stoffe, die auf Eisen basieren, sind aufierdem als antianamische Mittel 
von klinischem Nutzen. 



2 HINTERGRUND PER ERFINDUNG 



2.1 In-vivo-Kemspintomographie: Allgemeine 
Uberlegungen 

Die magnetische Kernresonanzspektrometrie (NMR) findet 
derzeit weitverbreitet Anwendung zur Gewinnung von raumlichen 
Bildern von Menschen zur klinischen Diagnose, liber den klinischen 
Einsatz der NMR-Bilddarstellung, auch Kernspintomographie oder 
MRI ("magnetic resonance imaging") genannt, zu Diagnosezwecken ist 
bereits geschrieben worden (siehe z.B. Pykett et al., Nuclear Magnetic 
Resonance, S. 157 - 167 [April 1982], und Budinger, T. R, et al., Science, 
S. 288 - 298 [Oktober 1984]). Verschiedene Vorteile dieses Verfahrens 
gegeniiber derzeit angewandten Diagnoseverfahren wie z.B. der 
Computertomographie (CT) mit Rontgenstrahlen sind allgemein 
anerkannt. So werden beispielsweise die in einer klinischen Abtastung 
nach dem Magnetresonanzverf ahren (NMR-Scan) angelegten aufieren 
magnetis chen Felder fiir den Menschen nicht als gesundheitsschadlich 
erachtet (siehe Budinger, a.a.O., S. 296). Hinzu kommt, dafi wahrend 
CT-R6ntgenbilder durch die Beobachtung eines einzigen Parameters, 
der Rontgenstrahlabschwachung, aufgebaut werden, MR-Bilder zusam- 
mengesetzt werden aus den Wirkungen einer Reihe von Parametern, 
die mit Hilfe eines Rechners ausgewertet und kombiniert werden. Die 
Auswahl der angemessenen Instrumentenparameter wie z.B. Radio- 
wellenfrequenz (Rf), Impulsgabe und Takt konnen zur Verstarkung 
(oder, umgekehrt, zur Abschwachung) der Signale eines jeden der 
bilderzeugenden Parameter herangezogen werden, wodurch die 
Bildqualitat verbessert und bessere anatomische und funktionelle 
Informationen geliefert werden. Und schliefilich hat sich der Einsatz 
dieser Abbildungstechnik in einigen Fallen als wertvolles Diagnose- 
werkzeug erwiesen, da normales und erkranktes Gewebe auf Grund 
ihrer unterschiedlichen Parameterwerte auf dem Bild voneinander 
unterschieden werden konnen. 



-4- 

Bei der Kernspintomographie wird das Bild eines Organes Oder 
Gewebes dadurch gewonnen, daG man ein Subjekt in ein starkes 
aufieres Magnetfeld bringt und die Auswirkungen dieses Magnetfeldes 
auf die magnetischen Eigenschaften der in dem Organ oder Gewebe 
bzw. urn das Organ oder Gewebe vorliegenden Protonen beobachtet 
Die Protonenrelaxationszeiten, T| und T2 genannt, sind von primarer 
Bedeutung. (audi die Spin-Gitter- oder Langsrelaxationszeit 
genannt) und T2 (auch Spin-Spin- oder Querrelaxationszeit genannt) 
hangen von der chemischen und physikalischen Umgebung der Organ- 
oder Gewebeprotonen ab und werden anhand der Rf-Impulsgabe- 
technik gemessen; diese Informationen werden dann als eine Funktion 
des Abstands mittels Rechner ausgewertet und von dem Rechner dann 
zur Erzeugung eines Bildes herangezogen. 

Dem erzeugten Bild jedoch fehlt es wegen der Ahnlichkeit des von 
anderen Geweben ausgegebenen Signals aushaufig an Bildscharfe und 
Klarheit Urn ein Bild mit einer guten Scharfe zu erzeugen, miissen sich 
Tj und/oder T 2 des abzubildenden Gewebes von und/oder T 2 des 
Hintergrundgewebes unterscheiden. In einigen Fallen ist der Unter- 
schied nur sehr gering, was der diagnostischen Wirksamkeit Grenzen 
setzt. Es besteht daher ein wirklicher Bedarf an Verfahren, die eine 
Verstarkung oder Vergrofierung dieser Unterschiede bewirken. Ein 
Ansatz besteht in der Verwendung von Kontrastmitteln. 

2.2 Kontrastmittel zur Kernspintomographie 

Da jede zur Verwendung als ein Kontrastmittel geeignete 
Substanz die magnetischen Eigenschaften des umgebenden Gewebes 
beeinflussen mufi, konnen Kontrastmittel zur Kernspintomographie 
nach ihren magnetischen Eigenschaften kategorisiert werden. 

Paramagnetische Stoffe werden als Kernspintomographie- 
Kontrastmittel wegen ihrer seit langem anerkannten Fahigkeit zur 
Steigerimg von eingesetzt (Weinmann et al v Am. J. Rad. 142, S. 619 
[1984], Greif et al., Radiology 157, S. 461 [1985], Runge et al., Radiology 
147, S. 789 [1983], Brasch, Radiology 147, S. 781 [1983]). Kennzeichnend 



fur paramagnetische Stoffe sind eine geringe, positive magnetische 
Suszeptibilitat und das Unvermogen, ihren Magnetismus bei Fehlen 
eines einwirkenden aufieren magnetischen Feldes beizubehalten. 

Paramagnetische Kontrastmittel zur Kemspintomographie sind 
iiblicherweise Ubergangsmetallionen von Eisen, Mangan oder 
Gadolinium. Sie konnen mit Chelatoren gekoppelt werden, urn die 
Toxizitat des Metallions zu verringem (siehe Weinmann, a.a.O.). 
Paramagnetische Stoffe zur Verwendung als Kontrastmittel zur 
Kemspintomographie sind Gegenstand einer Reihe von Patenten und 
Patentanmeldungen. (Siehe EPA 0 160 522; UK-Patentanmeldung Nr. 
2 137 612A; EPA 0 184 899; EPA 0 186 947; US-Patent Nr 4.615.879; 
PCT WO 85/05554; und EPA 0 210 043.) 

Auch ferromagnetische Stoffe finden wegen ihrer Fahigkeit zur 
Reduzierung von T2 Einsatz als Kontrastmittel (Medonca-Dias und 
Lauterbur, Magn. Res. Med. 3, S. 328 [1986]; Olsson et al., Mag. Res. 
Imaging 4, S. 437 [1986]; Renshaw et al., Mag. Res. Imaging 4, S. 351 
[1986], und 3, S. 217 [1986]). Ferromagnetische Stoffe weisen starke 
positive magnetische Suszeptibilitaten auf tmd behalten ihren.. 
Magnetismus auch bei Fehlen eines aufieren magnetischen Feldes bei. 
Ferromagnetische Stoffe zur Verwendung als Kontrastmittel zur 
Kemspintomographie sind Gegenstand von Patenanmeldungen 
jungeren Datums (PCT WO 86/01112; PCT WO 85/04330). 

Es findet noch eine dritte Klasse von magnetischen Stoffen, 
bezeichnet als superparamagnetische Stoffe, Einsatz als Kontrastmittel 
(Saini et al., Radiology 16Z, S. 211 [1987]; Hahn et al., Soc. Mag. Res. 
Med. 4(22), S. 1537 [1986]. Wie paramagnetische Stoffe lassen sich 
superparamagnetische Stoffe durch das Unvermogen, ihren Magnetis- 
mus bei Fehlen eines angelegten aufieren magnetischen Feldes 
beizubehalten, charakterisieren. Superparamagnetische Stoffe konnen 
magnetische Suszeptibilitaten aufweisen, die beinahe so stark wie die 
von ferro-magnetischen Stoffen und weit hoher als die von 
paramagnetischen Stoffen sind (Bean und Livingston, J. AppL Phys., 
Suppl. to vol. 30, S. 1205 [1959]). 



Ferromagnetismus unci Superparamagnetismus sind eher die 
Eigenschaften von Gittern als von Ionen oder Gasen. Eisenoxide wie 
z.B. Magnetit und Gamma-Eisen(DI)-oxid zeigen ferromagnetische oder 
superparamagnetische Eigenschaften je nach Grofie der Kristalle, aus 
denen sich der Stoff zusammensetzt, wobei grofiere Kristalle ferro- 
magnetisch sind (G. Bate, in: Ferromagnetic Materials, Vol. 2, Wolfarth 
[HrsgJ, S. 439). 

So, wie sie allgemein eingesetzt werden, verandern superpara- 
magnetische und ferromagnetische Stoff e das MR-Bild durch Reduzie- 
rung von T 2 , was bewirkt, dafi das Bild dunkler wird. Nach der Verab- 
reichung durch Injektion sammeln sich diese magnetischen Stoffe in 
den Zielorganen oder -geweben an und lassen die Organe oder 
Gewebe, in denen sie sich angesammelt haben, dunkler erscheinen. 
Anonnalen Leberumfangen, wie z.B. Tumoren, fehlt es an der 
Fahigkeit, die magnetischen Stoffe aufzunehmen, und sie erscheinen 
vor dem normalen Hintergrundgewebe heller als es ohne Kontrast- 
mittel der Fall ware. 

2.3 Superparamagnetische Stoffe 

Wie oben bereits erwahnt, besitzen superparamagnetische Stoffe 
einige Eigenschaften von paramagnetischen Stoffen und einige Eigen- 
schaften von ferromagnetischen Stoffen. Wie die paramagnetischen 
Stoffe verlieren die superparamagnetischen Stoffe sehr schnell ihre 
magnetischen Eigenschaften bei Fehlen eines aufieren magnetischen 
Feldes; sie besitzen ebenso die hohe magnetische Suszeptibilitat und die 
kristalline Struktur, die man bei ferromagnetischen Stoffen vorfindet 
Eisenoxide wie z.B. Magnetit oder Gamma-Eisen(in)-oxid zeigen 
superparamagnetische Eigenschaften, wenn der Kristalldurchmesser 
erheblich unter den Kristalldurchmesser von rein ferromagnetischen 
Stoffen fallt 



Im Falle von kubischem Magnetit (Fe^O/^) liegt diese Grenze bei 
einem Kristalldurchmesser von ca. 300 . m (300 Angstrom) 
(Dunlop, J. Geophys. Rev. 78, S. 1780 [1972]). Eine ahnliche Grenze gilt 
fur Ganuna-Eisen(ffl)-oxid (Bare in: Ferromagnetic Materials, Vol. 2, 
Wohfarth [Hrsg.] [1980], S. 439). Da Eisenoxidkristalle im allgemeinen 
nicht in einer einheitlichen Grofie vorliegen, liegt die Durchschnitts- 
grofie von rein ferromagnetischen Eisenoxiden erheblich uber der 
Grenze von 300 . 10~ 10 m (300 Angstrom). Wird beispielsweise Gamma- 
EisenQID-oxid als ferromagnetischer Stoff bei der Magnetaufzeichnung 
eingesetzt (z.B. Pfizer Corp. Pf2228), dann sind die Partikel nadelartig 
rait einer Lange von ca. 0,35 . 10" 6 m (0,35 Mikron) und einer Starke von 
0,06 x 10" 6 m (0,06 Mikron). Andere ferromagnetische Teilchen zur 
Datenaufzeichnung sind zwischen 0,1 und 10 . 10"^ m (0,1 und 
10 Mikron) lang (Jorgensen, The Complete Handbook of Magnetic 
Recording, S. 35 [1980]). Fur einen gegebenen Kristalltyp weisen 
Zubereitungen von rein ferromagnetischen Teilchen durchschnittliche 
Durchmesser auf, die urn ein Vielfaches liber den Zubereitungen von 
superparamagnetischen Teilchen liegen. 

♦ 

Die theoretischen Grundlagen fur Superparamagnetismus sind 
ausfiihrlich von Bean und Livington beschrieben worden ( T. Applied 
Physics, Supplement to volume 30, S. 1205 [1959]). Grundlegend fur die 
Theorie fur superparamagnetische Stoffe ist der destabilisierende 
Temperatureinflufi auf den Magnetismus dieser Stoffe. Warmeenergie 
verhindert die Ausrichtung der in superparamagnetischen Stoffen 
vorliegenden magnetischen Momente. Nach der Entfernung eines 
angelegten aufieren magnetischen Feldes bestehen die magnetischen 
Momente s up erpar amagnetis cher Stoffe zwar weiter, doch bewegen 
sich diese Momente so schnell, dafi sie ein zufallig ausgerichtetes oder 
ungeordnetes magnetisches Moment und somit kein reines Magnetfeld 
hervorrufen. Bei den Temperaturen von biologischen Systemen und 
unter dem Einflufi der magnetischen Felder von Magnetresonanz- 
Bilderzeugungsgeraten erweisen sich superparamagnetische Stoffe 
weniger magnetisch als ihre ferromagnetischen Gegenstiicke. So haben 
Berkowitz et al. (J. App. Phys. 39, S. 1261) [1968]) beispielsweise einen 
abgeschwachten Magnetismus bei kleinen superparamagnetischen 



Eisenoxiden unter erhdhten Temperaturen festgestellt. Dies kann zum 
Teil eine Erklarung dafiir sein, warum sich Forscher auf dem Gebiet der 
Kernspintomographie mit ferromagnetischen Stoffen als Kontrastmittel 
bef afit haben, ausgehend von der Theorie, dafi die Wirksamkeit eines 
Stoffes in bezug auf die Dampfung von T2 umso grofier sein miifite, 
umso starker die Magnetkraft des Stoffes pro Gramm ist (Drain, Proc. 
Phys. Soc 80, S. 1380 [1962]; Medonca-Dias und Lauterur, Mag, Res. 
Med. 3, S. 328 [1986]). 

2.4 Superparamagnetische Losungen auf 
Wasserbasis 

Seit einiger Zeit weifi man, dafi sich superparamagnetische 
Teilchen zu magnetischen Fluids, Ferrofluids genannt, verarbeiten 
lassen (siehe Kaiser und Miskolczy, J. AppL Phys. 41 3, S. 1064 [1970]). 
Ein Ferrofluid ist eine Losung sehr feiner magnetischer Partikel, die 
durch Brownsche Bewegung daran gehindert werden, sich abzusetzen. 
Um eine Klumpung der Teilchen durch van-der-Waals'sche Anzie- 
hungskrafte zu verhindern, sind die Teilchen auf irgendeine Weise 
beschichtet. Wird ein aufieres magnetisches Feld angelegt, dann wird 
die Magnetkraft auf das Gesamtvolumen der Flussigkeit iibertragen 
tmd reagiert das Ferrofluid als ein Fluid, d.h. die magnetischen 
Teilchen trennen sich nicht von dem Losungsmittel. 

Ein anderer Ansatz zur Syn these von magnetischen Verbindungen 
auf Wasserbasis wird von Gable et al. vorgestellt (US-Patent Nr. 
4.001.288). In diesem Patent wird beschrieben, dafi Magnetit mit einer 
Hydroxycarboxylsaure zur Reaktion gebracht werden kann, um einen 
wasserloslichen Komplex zu bilden, der ein ferromagnetisches 
Verhalten sowohl in fester Form als auch in Losung zeigt. 



2.4.1 Schwierigkeiten bei tier Bearbeitung von waiirigen 
Losungen von superparamagnetischen Stoffen 

Ansatze fur die Synthese von wafirigen Fluids von superpara- 
magnetischen Eisenoxiden implizieren oftmals das Umhullen der 
Eisenoxidkristalle mit einem Polymer oder mit Surfaktanten in dem 
Bemiihen, die eine Verklumpung fordernden Anziehungskrafte 
zwischen den Kristallen auszuschalten. In vielen Fallen jedoch wird das 
Oxid nicht vollstandig von dem Polymer umgeben, und das resultie- 
rende Material behalt viel von der Neigung zur Verklumpung oder 
Ansammlung bei, die fur das unbeschichtete Eisenoxid charakteristisch 
ist Die Neigung zur Verklumpung und andere besondere Eigen- 
schaften von Eisenoxidlosungen stellen ein Hemmnis dar fiir die im 
Rahmen der pharmazeutischen Herstellung erforderlich Mafinahmen 
zur Aufbereitung dieser Losungen. 

Die Herstellung einer magnetischen pharmazeutischen Losung 
wie z.B. eines Kontrastmittels zur Kernspintomographie erfordert eine 
aufierst stabile Losung, damit bestimmte Arbeitsschritte, die im 
Rahmen der Pharmaherstellung iiblich sind, durchgefiihrt werden 
kdnnen- LosungsstabUitat ist definiert als die Beibehaltung der Grofie 
des magnetischen Stoffes in Losimg; in einer instabilen Losimg 
verklumpt der Stoff oder sammelt sich an. Solche Verandertmgen der 
Grofie eines magnetischen Stoffes andern auch dessen Biodistribution 
nach einer Verabreichung durch Injektion, eine nicht tolerierbare 
Situation im Falle eines Kontrastmittels zur Kernspintomographie. Ein 
hoher Stabilitatsgrad ist erforderlich, urn allgemeine, mit der pharma- 
zeutischen Herstellung verbundene Arbeitsgange durchf iihren zu 
konnen, wie z.B. Dialyse, Konzentration, Filtration, Zentrifugation, 
Lagerung von Konzentraten vor dem Abfiillen in Flaschen sowie Lang- 
zeitlagerung nach dem Abfiillen in Flaschen. Besondere Probleme 
stellen sich durch die Notwendigkeit, wafirige Metalloxidlostmgen, z.B. 
eine Losung von Eisenoxid, fiir pharmazeutische Zwecke zu sterilisie- 
ren. 
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Hinzu kommt, dafi konzentrierte Losungen von wafirigen super- 
paramagnetischen Stoffen selbst dann nicht durch Filtration sterilisiert 
werden konnen, wenn die Losung aus Stoffen besteht, die kleiner als 
die Poren des Filters sind. Dieses Phanomen hangt mit der Konzentra- 
tion der Losung zusammen, da verdiinnte Losungen filters terilisiert 
werden konnen. Filtersterilisiertes verdiinntes Material kann wieder 
konzentriert und in sterilen Flaschen abgegeben werden, jedoch bieten 
solche Arbeitsgange viele Moglichkeiten fur eine erneute Kontamina- 
tion des Produkts. Das Autoklavieren von Losungen superpara- 
magnetischer Stoffe nach dem Abfullen in Flaschen wird bevorzugt, da 
die Sterilisation nach dem endgultigen Abfullen in Flaschen erreicht 
wird und somit geringe Chancen fiir eine Kontamination des End- 
produkts gegeben sind. Das Autoklavieren impliziert, luftdicht 
verschlossene Losungen einer Warmebehandlung mit 121 °C fur die 
Dauer von 30 Minuten zu unterziehen. Solche extremen Temperaturen 
losen eine Ansammlung oder Verklumpung der superparamagneti- 
schen Oxide aus, was sie als Impfsubstanz unbrauchbar macht 

2.5 Paramagnetische Eisen(IQ)-oxide 

Paramagnetische Eisenoxide Oder Eisen(IH)-oxide werden derzeit 
zur Behandlung von Anamie unter zahlreichen Handelsnamen wie z.B. 
Imferon^ eingesetzt. Gelost in einer wafirigen Losung konnen diese 
Stoffe als FeO:OH dargestellt und als Eisen(m)-oxyhydroxide bezeich- 
net werden. Sie sind paramagnetisch und iiben, wenn iiberhaupt, nur 
sehr geringe Protonenrelaxivitatswirkimgen aus. Sie sind stabil, lassen 
sich den bereits genannten Arbeitsgangen der pharmazeutischen 
Herstellung unterziehen und sind im Handel als Arzneistoffe erhaltlich, 
die im Rahmen der Behandlung von Anamie eingesetzt werden. 
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3 BEGREFFE UND IHRE BEDEUTUNG 

Der Begriff "biologisch abbaubar" im Zusammenhang mit den 
Stoffen dieser Erfindung bedeutet, dafi der Stoff von dem Subjekt 
innerhalb von 30 Tagen oder weniger metabolisiert und/oder ausge- 
schieden wird; in Verbindung mit superparamagnetischen Eisenoxiden 
ist dieser Begriff weiter definiert und bedeutet, dafi der Stoff in das 
Hamoglobin eines Subjekts innerhalb von 30 Tagen oder weniger nach 
der Verabreichung inkorporiert wird. 

Der Begriff "Blockierungsmittel" oder "Blocker" bezeichnet 
definitionsgemafi eine Substanz, die bei par enter aler Verabreichung an 
ein Subjekt konkurrierend an die Rezeptoren der Zellen des reticulo- 
endothelialen Systems ankoppelt, die Kernspintomographie-Kontrast- 
mittel erkennen und binden. 

Der Begriff "superparamagnetisches Fluid" bezeichnet definitions- 
gemafi ein nach den Verfahren gemafi Abs. 6.3 der vorliegenden 
Unterlage hergestelltes Metalloxidfluid, das die in Abs. 6.4 der vorlie- 
genden Unterlage beschriebenen Eigenschaften besitzt. 

4 ZUSAMMENFASSUNG DER ERFINDUNG 

Ein Gegenstand dieser Erfindung ist die Herstellung von Fluids, 
die superparamagnetische Metalloxidp artikel enthalten, die Merkmale 
besitzen, die sie besonders geeignet fur den Einsatz als Kontrastmittel 
im Rahmen von In-vivo -Kernspintomographieverfahren machen. Es ist 
insbesondere ein Gegenstand dieser Erfindung, Huids anzubieten, die 
Partikel enthalten, die sich leicht verabreichen lassen, die einen 
erheblichen Einflufi auf das erstellte Bild ausuben und die sich in vivo 
zu bestimmten Organen oder Geweben hin verteilen. Ein weiterer 
Gegenstand dieser Erfindung ist, Mittel anzubieten, durch die die 
Partikel, die in diesen Fluids enthalten sind, in vivo zu bestimmten 
Zielorganen oder -geweben hingelenkt werden konnen. 
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Die Fluids der vorliegenden Erfindung erf ullen all diese Ziele. 
Diese Fluids sind im lebenden Organismus stabil, lassen sich fur einen 
In- vivo- Einsatz leicht verarbeiten und iiberwinden die Probleme der 
Toxizitat und ubertrieben langen Retention im Subjekt (d.h. sie sind 
biologisch abbaubar). Bemerkenswerterweise hat man festgestellt, dafi 
die Fluids der hier beschriebenen Erfindung recht stabil sind und sich 
sehr gut vor ihrer Verwendung herstellen und lagem lassen. Aufierdem 
iiben die Partikel, die in diesen Fluids enthalten sind, einen grofieren 
Einflufi auf Tj aus als ferromagnetische und paramagnetische Stoffe, so 
dafi sie ein gut aufgelostes Negativbild eines In- vivo- Zielorgans oder 
-gewebes liefern. 

Dariiber hinaus hat man iiberraschenderweise festgestellt, dafi die 
in diesen Fluids enthaltenen Teilchen aufierst wiinschenswerte In -vivo- 
Retentionszeiten aufweisen, d.h. sie bleiben ausreichend lange intakt, 
urn die Aufnahme des Bildes zu gestatten, und sind letztendlich doch 
biologisch abbaubar. Bemerkenswerterweise dienen Teilchen auf 
Eisenbasis, sobald sie einmal abgebaut sind, als eine Quelle fur 
alimentares Eisen. Aufierdem sind die Teilchen ausreichend klein, urn 
sich frei durch das Gefafisystem des Subjekts bewegen zu konhen und 
um schnell von dem darzustellenden Organ und/oder Gewebe resor- 
biert werden zu konnen; dieses bietet ein Maximum an Spielraum bei 
der Auswahl von Applikationsrouten und Endzielen. 

In diesem Zusammenhang sei erwahnt, dafi die hier beschriebe- 
nen superparamagnetischen Teilchen die mit der Verwendung von 
ferromagnetischen und paramagnetischen S toff en als MR-Kontrast- 
mittel einhergehenden Probleme iiberwinden. Genauer gesagt, die 
superparamagnetischen Teilchen sind, weil sie kleiner als 
ferromagnetische Teilchen sind, eher in der Lage, einer Aufnahme 
durch die Reticuloendothelzellen des Subjekts zu entgehen, und 
konnen effektiver und gezielter auf anders gelegene Organe und 
Gewebe innerhalb des Korpers ausgerichtet werden. Hinzu kommt, 
dafi die superparamagnetischen Metalloxidteilchen, weil sie kleiner als 
ferromagnetische Teilchen sind, eine grofiere Oberflache je 
Masseneinheit aufweisen und sich leichter und schneller durch 
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chemische oder metabolische Prozesse abbauen lassen. Die hier 
eingesetzten superparamagnetischen Teilchen jedoch werden, da sie 
grofier als paramagnetische lone sind, nicht so schnell in dem Zielorgan 
oder -gewebe metabolisiert, als dafi eine angemessene Bilddarstellung 
verhindert wiirde. 

Die superparamagnetischen Fluids werden nach einem Vier- 
stufenverfahren aus einem Gemisch aus zweiwertigen und dreiwerti- 
gen Salzen, wie z.B. FeCl 2 und FeCl^ hergestellt. Dieses Verfahren 
erlaubt aufierdem die Inkorporation anderer, eisenahnlicher Metalle 
(wie z.B. Kobalt [Co] imd Mangan [Mn]) in die Fluids, indem einige der 
zweiwertigen Eisensalze gegen zweiwertige Salze dieser Metalle 
ausgetauscht werden. Bei diesem Prozefi werden die Salze in Base 
ausgefallt, um entsprechende Metalloxidpartikel zu bilden. Diese 
Partikel werden dann durch Beschallen des Gemischs mit Ultraschall 
dispergiert und oxidiert; als Ergebnis liegen, bemerkenswerterweise, 
superparamagnetische Eisen(IED-oxyhydroxid-Teilchen vor. Unlosiiche 
Teilchen werden anschliefiend durch Zentrifugation entfernt, und das 
Endfluid wird in Gegenwart eines neutralen oder alkalischen Puffers, 
der fur eine Verwendung in vivo geeignet ist, dialysiert. 

In einer bevorzugten Ausfuhrungsart handelt es sich bei dem 
Salzgemisch um FeC^/FeCls in einem Verhaltnis von 1 : 2, was zu der 
Bildung von EisenCHD-oxyhydroxid-Partikeln fuhrt, und bei dem Puffer 
um 10 mM Ammoniumnitrat, pH-Wert 8,2. Das resultierende super- 
paramagnetische Fluid ist hochstabil und halt einer Behandlung im 
Autoklaven stand. 

Die superparamagnetischen Fluids zeigen einige der magneti- 
schen Eigenschaften von superparamagnetischen Ferrofluids (z.B. 
konnen die in ihnen enthaltenen Partikel nicht durch magnetische 
Manipulation entfernt werden). Die superparamagnetischen Teilchen, 
wenn in diesen Fluids gelost, streuen nicht sichtbares Licht, was darauf 
hinweist, dafi die einzelnen Metalloxidpartikel recht klein sind (ihr 
Durchmesser liegt im allgemeinen zwischen 50 und 4000 . 10~* 0 m). 
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Die superparamagnetischen Teilchen dieser Erfindung liegen in 
dem Massenfluid als ionische Kristalle vor und besitzen sowohl 
ionische als auch kristalline Eigenschaften. Gemein mit Magnetit 
0^04) und Gamma-Eisen(m)-oxid (Gamma Fe203> ist ihnen eine 
hohe magnetische Suszeptibilitat Gemein mit ionischen Formen von 
Eisenoxid, den sogenannten Eisen(m)-oxyhydroxiden, ist ihnen die 
Fahigkeit, eine Retention von Anionen zu bewirken. Das Gegenion der 
Kristalle kann irgendeines aus einer Reihe von organischen Anionen 
seiiu 

Die superparamagnetischen Teilchen in den Fluids enthalten 
kristalline Kerne, deren Durchmesser zwischen ca 50 . 1CT 10 m und 
500 . 10" 10 m liegen konnen. Diese Kerne konnen wahlweise mit einem 
Uberzug versehen sein, der aus einem Polysaccharid, einem Protein, 
einem Polypeptid, einem Organosilan oder einer Zusammensetzung 
daraus bestehen kann. Zum Beispiel kann ein Polysaccharidiiberzug 
Dextran mit verschiedenen Molekulargewichten und kann ein Protein- 
uberzug Rinderserumalbumin oder humanes Serumalbumin enthalten. 
Mit Uberziigen versehen kann der Partikelgesamtdurchmesser 
zwischen ca. 50 - 10~ 10 m und 5.000 . 10' 10 m liegen. 

Diese Polymeriiberzuge dienen als Grundlage, an der biologische 
Molekiile angekoppelt werden konnen. Biologische Molekiile konnen 
dazu verwendet werden, die superparamagnetischen Metalloxid- 
partikel zu dem gewiinschten Ziel hinzulenken und werden vorzugs- 
weise von dem Zielorgan oder -gewebe erkannt und gebunden. 
Geeignete Biomolekiile sind u.a. Proteine, Polysaccharide, Hormone, 
Antikorper, usw.. 

Der Verwendung von superparamagnetischen Teilchen mit einer 
GrdGe im Bereich unter einem Mikron kommt besondere Bedeutung zu, 
wenn die Verabreichung auf intravaskularem Wege erfolgt, da sich 
diese Teilchen in dem Gef afisystem des Subjekts frei bewegen konnen, 
weil sie klein genug sind, urn das Kapillarnetz zu passieren. Derartige 
Teilchen konnen daher nach ihrer intravaskularen Verabreichung zu 
Zielorganen oder -geweben befordert werden bei minimalem Aufwand 
und mit minimaler Verzogertmg. 



■ t 

I 

* 



-15- 

Nach der Verabreichung sammeln sich die in den Fluids en thai te- 
nen Teilchen in dem Zielorgan oder -gewebe an und iiben eine starke 
Kontrastwirkung aus, womit sie die Aufnahme eines Bildes gestatten. 
Die Teilchen bewirken primar eine Verlangerung der Relaxationszeit 
T2, jedoch wirken sie sich auch auf aus (wenn auch nicht so stark). 

Werden die Teilchen beispielsweise intravaskular verabreicht (z.B. 
intravenos oder intraarterial), dann werden sie selektiv verteilt zu 
reticuloendothelialen Organen einschliefilich Leber, Milz, Lymph- 
knoten, Knochenmark und, in geringerem Umfang, Lunge. Werden die 
Teilchen jedoch iiber den Magendarmtrakt verabreicht, z.B. oral, durch 
Intubation oder durch Einlauf, dann konnen sie als Kontrastmittel fiir 
die Organe und Gewebe des Magendarmtrakts genutzt werden. 

In einer Verkorperung kann ein Fluid, das dextranbeschichtete 
Eisenoxidpartikel enthalt, in den Blutkreislauf eines Subjekts injiziert 
werden, und die Teilchen sammeln sich in der Leber an. Diese Teilchen 
werden von den Reticuloendothelialzellen der Leber auf dem Wege der 
phagozytischen Aufnahme resorbiert; ein besonderer Vorzug dieser Art 
der Aufnahme ist der, dafi durch phagozytische Aufnahme resorbiertes 
Eisen sehr viel langsamer iiber den Stoffwechsel abgebaut und aus der 
Leber ausgeschieden wird (jedoch nicht so langsam, urn unerwiinscht 
lange Retentionszeiten zu verursachen) als dem derzeitigen Stand der 
Technik entsprechende paramagnetische lone. Aufierdem konnen die 
dextranbeschichteten Teilchen vorzugsweise von gesunden Zellen 
resorbiert werden und werden in geringerem Mafie von kanzerogenen 
Zellen (Tumorzellen) auf genommen. Diese bevorzugte Aufnahme 
steigert den Kontrast zwischen gesundem und kanzerogenem Gewebe 
und bietet eine bessere Wiedergabescharfe der Lage des Tumors auf 
dem Bild. 
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5 KURZBESCHREIBUNG PER ABBILDUNGEN 

Die ABBILDUNG 1 zeigt eine Grafik, in der die Auswirkungen 
von ferromagnetischen Kontrastmitteln im Vergleich zu denen von 
superparamagnetischen Kontrastmitteln auf T2 dargestellt sind; 

die ABBILDUNG 2 zeigt einen Satz von fiinf mit einem MR- 
Darstellungsgerat von Technicare gewonnenen In-vivo-MR-Bildern 
einer kanzerogenen Rattenleber; 

die ABBILDUNGEN 2A und 2B wurden ohne Kontrastmittel- 
einsatz erstellt und wurden mit verschiedenen Einstellungen des Gerats 
aufgenommen; 

die ABBILDUNGEN 2C und 2D wurden nach der intravenosen 
Verabreichung des in Beispiel 6.1 hergestellten dextranbeschichteten 
Teilchens in einer Dosierung von 0,5 mg/kg erstellt; der Tumor ist 
deutlich zu erkennen; 

die ABBILDUNG 2E entspricht dem in ABB. 2C wiedergegebenen 
Bild und zeigt den Tumor in Hervorhebung durch ein Fadenkreuz; 

die ABBILDUNG 3 zeigt in grafischer Darstellung die prozentuale 
(%) T 2 -Reduktion in Leber- und Milzgewebe fur drei verschiedene 
Dosierungen eines unbeschichteten superparamagnetischen Teilchens 
als eine Funktion der Zeit nach Verabreichung; 

die ABBILDUNG 4 zeigt Hysteresekurven fur paramagnetische, 
ferromagnetische und superparamagnetische Eisenoxide; 

die ABBILDUNG 5 zeigt die Auswirkungen des Autoklavierens 
auf superparamagnetische Fluids, die unterschiedliche Citrat- 
Konzentrationen enthalten; 

die ABBILDUNG 6 zeigt eine Skizze des in Beispiel 7.10 einge- 
setzten Gerats; und 
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die ABBILDUNG 7 zeigt in grafischer Darstellung das Verhalten 
von T2 von Rattenblut als eine Funktion der Zeit nach der Injektion 
eines dextranbeschichteten superparamagnetischen Eisenoxidpartikels 
und ohne den Einsatz eines Blockierungsmittels. 

6 AUSFUHRLICHE BESCHREIBUNG DER 

ERFINDUNG 

6.1 Herstellung von beschichteten superpara- 
ma gnetischen Eisenoxidpartikeln 

Die Synthese von superparamagnetischen Eisenoxidpartikeln fur 
eine Verwendung als MRI-Kontrastmittel erfolgt durch das Mischen 
von Eisen(II)- und Eisen(m)-Salzen mit einer Base, wodurch man ein 
schwarzes, magnetisches Eisenoxid erhalt. Aus solchen Ausfallungen 
gehen Kristalle hervor, denn wenn man das Material Rontgen- 
Diffraktionsanalysen unterzieht, zeigt sich eine Fernbereichsordnung. 
Ein Durchmesser von ca. 50 bis 300 . 10" 10 m (ca. 50 bis 300 Angstrom) 
wurde fur solche Kristalle ermittelt, obwohl die Kristalle einen 
Durchmesser zwischen ca. 50 . 10" 10 und 500 . 10~ 10 (ca. 50 bis 500 
Angstrom) aufweisen konnen. Die Eisenoxide weisen entsprechend 
groGe Oberflachen auf, grofier als 75 m^/g. 

Das Vorhandensein von Eisen(II)-Salzen vor dem Zusetzen von 
Base gewahrleistet die Bildung eines schwarzen, kristallinen, magneti- 
schen Eisenoxids. Ohne das Eisen(II)-ion entstehen paramagnetische 
Eisen(m)-oxid-Gele (nichtkristalline Stoffe) (wie z.B. in US-Patent Nr. 
2.885393 beschrieben). Das vorhandene zweiwertige Eisen, das fiir die 
Bildung des superparamagnetischen Stoffes so wesentlich ist, lafit sich 
entfernen, indem man den Stoff Oxidationsbedingimgen unterzieht. 
Die Oxidation des Eisens zum Zwecke der Bildung eines Eisen(m)- 
oxids nach der Kristallbildimg andert nichts an der Eignung des 
Materials als ein Kontrastmittel zur Kernspintomographie oder am 
Superparamagnetismus. 
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Bei der Lektiire dieser ausfuhrlichen Beschreibung mug stets klar 
sein, dafi die Verwendung von superparamagnetischen Eisenoxiden als 
MR-Kontrastmittel nur eine Verkorperung der hier beschriebenen 
Erfindung ist und dafi superparamagnetische Oxide von anderen 
magnetischen Stoffen wie z.B. von Kobalt oder Gadolinium an die Stelle 
von Eisenoxiden treten konnen. 

Es gibt zwei grundsatzliche Verf ahrensweisen, beschichtete 
superparamagnetische Eisenoxidpartikeln herzustellen, die fur die 
Kernspintomographie geeignet sind. 

1 . Synthese von Eisenoxid durch Ausfallung in der Gegenwart 
von Polymeren wie Dextran oder Polyglutaraldehyd oder einer anderer 
Substanz. Zu diesen Synthesearten gehoren diejenigen, die von London 
et al., US-Patent Nr. 2.870.740, Molday, US-Patent Nr. 4.452.773, Cox et 
al., Nature 208, S. 237 (1965) und Rembaum, US-Patent Nr. 4.267.234 
beschrieben worden sind und die allesamt durch diese Bezugnahme 
Bestandteil der vorliegenden Unterlage werden. 

2. Synthese des Eisenoxids durch Ausfallung mit anschliefien- 
der Beschichtung mit einem Polymer wie Dextran oder einer anderer 
Substanz. Dieser Syntheseweg wird beschritten von Elmore, Phys. Rev. 
54, S. 309 (1938) und Ogushi et aL, T. Mag. Res. 29, S. 599 (1978); beide 
Unterlagen werden durch diese Bezugnahme Bestandteil der vorlie- 
genden Unterlage. 

Mit Proteinen und Dextranen scheint die Synthese des Oxids in 
der Gegenwart des Polymers eine feste Verbindung zwischen dem 
Polymer und dem Oxid zu bewirken. Wird zuerst das Oxid hergestellt 
und dieses anschliefiend einem Protein oder Dextran ausgesetzt, so 
geht daraus ein beschichtetes Teilchen hervor, bei dem der Uberzug an 
der Parukeloberflache durch relativ schwache Adsorptionsphanomene 
festgehalten wird. Wenn das Oxid und das adsorbierte Polymer jedoch 
eine Veranderung, Lager ung und Verabreichung durch Injektion in 
Gegenwart eines nichtadsorbierten Polymers erlauben, dann stellt der 
geringe Bindungsgrad zwischen dem Oxid und dem Polymer kein 
Problem dar. Werden beispielsweise die Teilchen nach Abs. 6.1.3 
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(unbeschichtet) in einem Verhaltnis von 1 : 1 in einem neutralen Puffer, 
der 1 % (Gew./Vol.) humanes Serumalbumin enthalt, verdiinnt, dann 
wird Protein in betrachtlichem Umfang an der Oxidoberflache anhaf- 
ten. Dieses Ansatz fur die Herstellung eines albiiminbeschichteten 
magnetischen Teilchens ist ein gangbarer Weg fiir ein Kontrastmittel. 
Das mit humanem Serumalbumin beschichtete Teilchen (plus 
humanem Serumalbumin in Losung) lafit sich einem Subjekt injizieren, 
und das in Losung befindliche humane Serumalbumin vermischt sich 

* 

mit dem im Serum enthaltenen humanem Serumalbumin. Wenn 
Teilchen nach diesem Ansatz hergestellt werden, dann lafit sich das 
lose gebundene humane Serumalbumin durch Behandlungen z.B. mit 
einer mittleren Temperatur (50 *C) oder einem starken Salz (1 M NaCl) 
entfernen. 

Bei den Beschichtungsverfahren handelt es sich urn allgemeine 
Verf ahren, die sich mit einer Vielzahl von physiologisch annehmbaren 
Proteinen und Kohlenhydraten, insbesondere mit solchen mit einem 
Molekulargewicht zwischen ca. 5.000 und ca. 250.000 Dalton, 
durchfiihren lassen. Andere Polymerbeschichtungen sind u.a. 
Albumin / Dextr an- Verbindungen, Ficoll, Dextrin, Starke, Glycogen und 
Polyethylenglycol. 

6.1.1 Herstellung von polysaccharidbeschichteten 
Teilchen 

Polysaccharidbeschichtete superparamagnetische Eisenoxidparti- 
kel (mit einem Durchmesser von ca. 10 bis ca. 5.000 Angstrom), die sich 
als MR-Kontrastmittel eignen, werden in einem Einstufenverfahren 
nach dem Verf ahren von Molday (US-Patent Nr. 4.452.773) hergestellt, 
das durch diese Bezugnahme Bestandteil der vorliegenden Unterlage 
wird. In einer bevorzugten Verkorperung werden dextr anisierte zwei- 
wertige (Fe 2 *) und dreiwertige (Fe 3+ ) Eisensalze, z.B. FeCl2 und FeCl 3 , 
aus einer wafirigen Losung, die ein Gemisch aus den Eisensalzen und 
Dextr an (dessen Molekulargewicht zwischen 5.000 und 250.000 Dalton 
liegen kann) enthalt, ausgef allt durch das tropfenweise Zusetzen (bis zu 
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pH 10) von basischem Ammoniumhydroxid bei 60° - 65 °C; die zu 
grofien Teilchen werden durch anschliefiendes 15-miniitiges Zentrifu- 
gieren mit 1.500 x g entfernt und sodann weggeworfen. Die verblei- 
benden Teilchen werden in Gegenwart von destilliertem Wasser 
dialysiert und konnen durch Ultrafiltration konzentriert werden. Ein 
ungebundenes Dextran kann durch Gel-FUtrations-Chromatographie in 
einem Chlorid / Acetat-Puff er entfernt werden. 

Das Verhaltnis zwischen Fe 3+ und Fe 2+ wird vorzugsweise in 
einer Grofienordnung von ca. 2 : 1 gehalten, es kann jedoch in einem 
Bereich von ca. 0,5 : 1 und ca. 4,0 : 1 abgeandert werden, ohne daS sich 
dies wesenUich auf die Produktqualitat und den Wirkungsgrad als 
Kontrastmittel niederschlagt 

Es konnen auch andere Basen als Ammoniumhydroxid (NH4OH) 
eingesetzt werden, jedoch wird NH4OH bevorzugt, weil das 
Ammoniumion eine geringfugig dispergierende Wirkung auf Eisen- 
oxide ausubt, was die Ausbeute erhoht 

Wie bereits erwahnt, konnen verschiedene magnetisch aktive 
Metalle, insbesondere Co und Mn, an die Stelle von Fe treten, ohne dafi 
dies den Wirkungsgrad der Teilchen als Kontrastmittel in irgendeiner 
Weise beeintrachtigt. Die Verwendtmg von anderen Polysacchariden 
wie z.B. Starken, Glycogen oder Dextrinen wird ebenso erwogen. 

6.1.2 Herstellung von proteinbeschicht eten Teilchen 

Proteinbeschichtete superparamagnetische Eisenoxidpartikel 
werden in einem Einstufenverfahren ahnlich dem Verfahren von 
Molday CUS-Patent Nr. 4.452.733) hergestellt Die proteinbeschichteten 
Teilchen lassen sich wie die dextranbeschichteten Teilchen herstellen, 
wobei die Eisensalze (z.B. FeCl 2 und FeCl 3 ) und das Protein in Wasser 
gelost werden und die beschichteten Eisenoxidpartikel durch tropfen- 
weises Zusetzen einer Base (NH4OH) bis Erreichen eines pH-Wertes 
von 10 ausgefallt werden. In einer alternativen Verkorperung kann das 
Protein in der Base gelost und kann eine wafirige Losung der Eisensalze 



tropfenweise zugegeben warden, urn ein beschichtetes Teilchen zu 
bilden. 

Bei beiden Verfahren werden die iibergrofien Teilchen anschlie- 
fiend durch Zentrifugation mit 1.500 x g gesammelt und werden die 
verbleibenden Teilchen einer Dialyse gegen destilliertes Wasser und 
einer anschliefienden Ultrafiltration unterzogen. Etwaiges ungebun- 
denes Protein kann durch Gel-Filtrations-Chromatographie in einem 
Chlorid/ Acetat-Puffer entfernt werden. 

Wie im Falle der polysaccharidbeschichteten Teilchen konnen 
sowohl die Zusammensetzung des Beschichtungsmaterials als auch das 
Fe 3+ /Fe 2+ -Verhaltnis (ca. 2 : 1) von ca. 0,5 : 1 bis ca. 4 : 1 verandert 
werden, ohne dafi dies den Wirkungsgrad dieser Teilchen als Kontrast- 
mittel beeintrachtigt. 

Wie bereits erwahnt, konnen verschiedene magnetisch aktive 
Metalle, insbesondere Co und Mn, an die Stelle von Fe treten, ohne dafi 
dies den Wirkungsgrad der Teilchen als Kontrastmittel in irgendeiner 
Weise beeintrachtigt. 

6.1.3 Herstellung von unbeschichteten Teilchen 

Unbeschichtete paramagnetische Eisenoxidpartikel werden herge- 
stellt durch Mischen einer wafirigen Losung von Eisen(IH)-chlorid 
(FeCl 3 ) mit EisenOD-chlorid (FeCl 2 ) in HC1 und Ausf alien in 0,7- 
molarem wafirigen Ammoniak. Die basische Ausfallung bietet einen 
doppelten Vorteil, indem die Base mit den Eisenoxiden reagiert und 
unbeschichtete superparamagnetische Eisenoxidpartikel bildet. Das 
Prazipitat (eine galertartige Substanz) wird dann durch Zentrifugation 
oder Anlegen eines aufieren magnetischen Feldes gesammelt; dem 
schliefit sich eine Dekantierung der fliissigen Phase an. 

Das Gel wird dann zwecks Bildung eines Dispersoids peptisiert 
durch Mischen mit entweder 1-molarem wafirigem Tetramethyl- 
ammoniumhydroxid (zwecks Bildung eines basischen Dispersoids) 
oder 2-molarer wafiriger Perchlorsaure (zwecks Bildung eines sauren 
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Dispersoids) und anschliefiender Zentrifugation und Redispersion in 
Wasser. Die so hergestellten Dispersoide zeigen beide eine bemerkens- 
werte Stabilitat und enthalten wegen ihrer gallertartigen Natur keine 
grofieren Feststoffteilchen. Die Gegenione, entweder Tetramethyl- 
ammoiuumhydroxid oder Perchlorat, werden in basischen bzw. sauren 
Medien zugegeben und verhindern so eine Komplex-Koagulation in 
Losung; die Teilchen (Eisenoxid/Gegenion-Komplexe) iassen sich 
wiederholt ausf alien und erneut in Losung dispergieren und behalten 
diese Eigenschaft bei. 

In einer alternativen Verkorperung konnen die Teilchen eher 
durch das Anlegen eines aufieren Magnetfeldes als durch Zentrifuga- 
tion gesammelt werden. Der resultierende magnetische Kuchen wird 
dann durch das entsprechende Gegenion peptisiert. 

Das Verhaltnis von Fe 2+ /Fe 3+ wird vorzugsweise in der Grofien- 
ordnung von ca. 2 : 1 gehalten, es kann jedoch zwischen ca. 0,5 : 1 und 
ca. 4 : 1 verandert werden. Eine Reduzierung des Verhaltnisses wird 
grofiere, eine Erhdhung des Verhaltnisses wird kleinere Teilchen 
hervorbringen. Bei Anwendung eines Verhaltnisses von 2 : 1 und 
Einsatz von 0,7 M NH 4 OH Uegt die erzeugte durchschnittUche 
Teilchengrofie bei ca. 1.200 Angstrom, gemessen nach dem Lichtstreu- 
mefiverfahren. 

6.2 Verwendung der Teilchen als K ontrastmittel 
zur Kernspin tomographic 

Die oben beschriebenen magnetischen Stoffe lassen sich als 
kontrastverstarkende Mittel zur In- vivo- Kernspintomographie 
einsetzen. In einer Ausfuhrungsart werden die Teilchen in einem 
geeigneten Injektionsmedium, z.B. in destilliertem Wasser oder 
normaler physiologischer Kochsalzlosung, oder in einem anderen auf 
dem Fachgebiet bekannten physiologisch annehmbaren Trager 
dispergiert, urn ein Dispersoid zu bilden, das in das Gefafisystem des 
Subjekts durch intravenose Injektion eingebracht wird. Die Teilchen 
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werden dann durch das Gefafisystem zu dem Zielorgan hintranspor- 
tiert, wo sie auf genommen werden. 

Bei intravaskularer Verabreichung werden die Teilchen bevorzugt 
von Organen auf genommen, die normalerweise die Auf gabe haben, 
das Blut von Verunreinigungen zu reinigen, so insbesondere von der 
Leber, der Milz und den Lymphknoten, sowie von den anderen 
Organen, die dazu neigen, solche Verunreinigungen zu sammeln, so 
insbesondere von dem Knochengewebe und dem neuralen Gewebe 
und zu einem gewissen Grad von der Lunge. In jedem dieser Organe 
und Gewebe erf olgt die Aufnahme in die Reticulendo thelia 1 zel 1 en 
durch Phagozy tose, wobei die Partikel in die einzelnen Zellen in 
membrangebundenen Blaschen (Vesikeln) eindringen; daraus ergibt 
sich eine iangere Halbwertszeit in den Zellen, da diese membran- 
gebundenen Teilchen nicht zur Verklumpung oder Ansammlung 
neigen (Ansammlungen werden sofort metabolisiert und aus dem 
Organ /Gewebe ausgeschieden). Andere Aufnahmemechanismen sind 
moglich, z.B. durch Pinozytose. Ebenso besteht die Moglichkeit, dafi die 
anderen Zellen der Leber (Hepatozyten) die magnetischen Teilchen 

* 

resorbieren. 

Weil es kanzerogenen Zellen an der Fahigkeit zur phagozytischen 
Aufnahme mangeln kann, konnen die intravaskular verabreichten 
Teilchen wertvolle Hilfsmittel bei der Diagnose von Krebs in den 
obengenannten Organen darstellen, da Tumore auf einem angefertigten 
Bild sofort erkennbar sind. 

In einer anderen Verkorperung werden die Teilchen als Disper- 
soide in einem physiologisch akzeptablen Trager wie z.B. destilliertem 
Wasser uber den Magendarmtrakt - umfassend die Speiserohre, den 
Magen, den Diinndarm und den Dickdarm - entweder oral, durch 
Intubation oder per Einlauf in einem geeigneten Medium verabreicht. 
Die Teilchen werden bevorzugt von den Zellen des Trakts aufgenom- 
men, insbesondere von den Darmzellen, und zeigen wie die intra- 
vaskular verabreichten Teilchen Auswirkungen auf T2 des Organs oder 
Gewebes. Auf diese Weise lassen sich Krebsgeschwiire und andere 
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zerstorerische Krankheiten des Verdauungssystems wie z.B. 
Geschwvire diagnostizieren und betroffene Bereiche lokalisieren. 

Ungeachtet der Applikationsroute werden sich die Teilchen, 
sobald sie einmal verabreicht sind, rasch zu den Zielorganen verteilen 
und sich in diesen sammeln, und zwar im allgemeinen innerhalb einer 
halben bis einer ganzen Stunde. 

In dem Organ verandern diese superparamagnetischen Teilchen 
die von dem MR-Darstellungsgerat erzeugten magnetischen Felder. 
Diese veranderten Felder wirken sich auf die magnetischen Eigen- 
schaf ten der Wasserstoffkerne (Protonen) in benachbarten Molekiilen 
aus; besonders betroffen ist die Spin-Spin-Relaxationszeit T 2 . Dieser 
Parameter wird verkiirzt, was eine Bildverdunklung bewirken kann. 
Somit wird der Kontrast zwischen solchen Bereichen, die die Teilchen 
schnell absorbieren, und solchen Bereichen, die sie langsam oder gar 
nicht absorbieren, verscharft 

Die Teilchen sind jedoch letztlich biologisch abbaubar, und das 
Eisen kann vom Korper zur Deckung des physiologischen Bedarfs mit 
verwertet werden. Die Auswirkungen auf den Kontrast fallen je nach 
Dosierung - wobei hohere Dosierungen eine Verlangerung der 
Auswirkungen bewirken - sowie je nach Organ, das abzubilden ist, 
unterschiedlich aus. Insbesondere in der Leber und in der Milz (die 
Eisen zur physiologischen Verwertung speichern) lassen sich die 
Wirkungen 14 Tage und langer nachweisen (siehe Abs. 7.6), haufig 
sogar 30 Tage lang. 

Die Lokalisierung in diesen Organen, die Eisen zur letztendlichen 
Inkorporation in das Hamoglobin speichern, offenbart, dafi die Eisen- 
oxidpartikel letztlich als eine Quelle fur metabolisierbares Eisen dienen 
und tatsachlich in das Hamoglobin der Subjekte inkorporiert werden. 
Diese Substanzen konnen daher im Rahmen der Behandlung von 
Anamie von Nutzen sein. 

Die Unterschiede bezugUch der Parameterwerte werden rechner- 
mafiig ausgewertet und zur Erzeugung eines Abbildes des betreffenden 
Organs herangezogen. In den Fallen, in denen, wie oben angef uhrt, eine 
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Aufnahme durch phagozytische Prozesse erfolgt (insbesondere in der 
Leber, der Milz, den Lymphknoten und dem Knochen- und neuralen 
Gewebe und zu einem gewissen Grad in der Lunge), wird dieses 
Abbild klar und deutlich zwischen kanzerogenem und gesundem 
Gewebe differenzieren, was die Lokalisierung eines Tumors gestattet. 
In anderen Organen und/oder bei der Diagnose von anderen Krank- 
heiten werden Veranderungen der Beschichtung dieser Teilchen durch 
die Ankopplung von verschiedenen funktionellen Gruppen die 
Aufnahme durch das Organ oder die Zelle der Wahl stimulieren. So 
konnen beispielsweise gegen eine bestimmte Tumorzelle (z.B. ein 
Lungenkarzinom) gerichtete Antikorper an die Oberflache eines 
beschichteten Teilchens gekoppelt werden, was die Aufnahme durch 
dieses Organ stimuliert, sofern eine solche Zelle vorhanden ist. Auf 
diese Weise kann das Verf ahren als Mittel zur Diagnose zahlreicher 
Krankheiten dienen. 

6.3 Herstellung von superparamagnetischen Fluids 

Die als Kontrastmittel brauchbaren superparamagnetischen Fluids 
dieser Erfindung werden vorzugsweise in einem Dreistufenverf ahren 
hergestellt, das die nachgenannten Verfahrensschritte umfafit: Bildung 
des superparamagnetischen Metalloxids; Oxidation und Dispersion 
dieses Oxids durch Beschallen mit Ultraschall; und Dialyse in 
Gegenwart eines Puffers. Dieser Prozefi bringt stabile biologisch 
abbaubare superparamagnetische Metalloxide hervor, die ihre Stabilitat 
in erster Linie ihren Anionruckhal teeigens chaf ten verdanken. Diese 
Metalloxide konnen unbeschichtet sein oder mit organischen 
Beschichtungsstoffen verbunden werden. Jeder dieser Verfahrens- 
schritte wird im folgenden gesondert erortert. 



-26- 

6.3.1 Bildung des superparamagnetischen Metalloxids 

Die Bildung des superparamagnetLschen Metalloxids erfolgt 
durch Mischen der geeigneten Metallsalze mit einer Base. In einer 
bevorzugten Ausfuhrungsart geschieht dies durch Mischen einer 
wafirigen Losung oder Suspension von zweiwertigen und dreiwertigen 
Eisensalzen (F^l2/FeCl^) mit einer Base wie Natriumhydroxid 
(NaOH). Zusatzlich konnen Metalle mit einer ahnlichen Stxuktur wie 
Eisen, z.B. Co und Mn, in das letztlich hervorgehende superpara- 
magnetische Fluid inkorporiert werden durch Austausch eines 
gewissen Teils, vorzugsweise der Halfte oder weniger, des zweiwerti- 
gen Eisensalzes gegen ein zweiwertiges Salz dieses Metalls. Das 
Ergebnis ist dann ein gemischtes Metalloxidprazipitat, das sowohl 
Eisen(II)- als auch Eisen(I3I)-oxide als audi Oxide des zweiwertigen 
Metalls enthalt. 

Bei Einsatz von Eisensalzen kann das Fe 3+ /Fe 2+ -Verhaltnis von 
1:4 bis 4:1 verandert werden, und als Ergebnis kommt immer noch ein 
brauchbares Produkt heraus. Es lafit sich somit eine breite Palette von 
Salzgemischen einsetzen. 

Sobald die Salze mit der Base vermengt werden, bildet sich ein 
superparamagnetisches Metalloxidprazipitat. Der Einsatz von Reak- 
tanten in einer hohen Konzentration und eine abrupte Veranderung des 
pH-Wertes begiinstigt die Bildung von kleinen superparamagnetischen 
Metalloxiden. Solche Oxide werden in den nachfolgenden Schritten 
dieses Verf ahrens bevorzugt. 

6.3.2 Dispersion und Oxidation 

Beim zweiten Verfahrensschritt wird das in Abs. 6.3.1 gebildete 
superparamagnetische Metalloxid dispergiert und weiter oxidiert 
durch Beschallen mit Ultras chall. Diese Beschallung, die bei 
Umgebungstemperatur oder auch bei hoheren Temperaturen (bis zu 
100 *C) durchgefiihrt werden kann, dient einem doppelten Zweck: sie 
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dient dazu, etwaige Ansammlungen von superpar amagnetis chen 
Teilchen zu dispergieren (was die letztlichen Auswirkungen des Stoffes 
auf die Protonenrelaxation verstarkt und somit deren Wirkungsgrad als 
MR-Kontrastmittel erhoht), und sie dient zudem dazu, den groiSten Teil 
des EisenflD-oxids (Fe 2+ ), wenn nicht sogar das ganze Eisen(II)-oxid 
(Fe 2 " 1 "), zu Eisen(III)-oxid (Fe 3+ ) zu oxidieren. Die resultierende 
Substanz ist bemerkenswertenveise ein losliches superparamagneti- 
sches Eisenoxyhydroxid, das ein superparamagnetisches Fluid bildet. 

Die Beschallung lafit sich mit einem handelsiiblichen Gerat durch- 
fuhren, so auch in einem Durchflufi-Beschallungsgerat oder mit einer 
Ultraschallsonde. Ein solches Beschallungsgerat eignet sich besonders 
zur Verarbeitung grofier Stoffmengen, und es lafit sich im Falle eines 
kontinuierlichen Prozesses mit einer Heiz- und einer Kuhleinrichtung 
koppeln, urn eine Erwarmung des Eisenoxids vor oder nach der 
Beschallung (zur Steigerung der Dispersion und Oxidation der Oxide) 
und eine anschliefienden Kuhlung des beschailten Gemischs zur 
Erleichterung der Sammlung zu ermoglicherL 

« 

6.3.3 Dialyse 

Der letzte Schritt in dem Verf ahren ist die Ubertragung der 
Ldsung auf einen wafirigen, f iir eine Verwendung in vivo geeigneten 
Polycarboxylpuffer. Diese Ubertragung wird durch Dialysieren des 
Fluids in Gegenwart des Puffers in neutralem pH-Milieu, im 
allgemeinen bei pH 6-9, vorzugsweise pH 6 - 8,3, durchgefvihrt Diese 
Bedingungen bringen ein stabiles superparamagnetisches Fluid hervor; 
unter sauren Bedingungen (unter einem pH-Wert von ca. 6) setzt die 
Bildung einer erheblichen Menge eines Chelats des Eisens anstelle des 
superparamagnetischen Eisenoxids ein. 

Wahrend des Verfahrens wird das Fluid nach Abs. 6.3.3 zentrifu- 
giert, urn grofiere Oxidaggregate zu entfernen, und wird der Uberstand 
in Gegenwart des Puffers dialysiert. Der bevorzugte Puffer enthalt ein 
Citratsalz wegen dessen Eignung zur In-yiyo- Verwendung und wegen 
dessen langen Geschichte als injizierbares Mittel, doch allgemein gilt, 
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dafi Puffer, die Salze einer Polycarboxylsaure (wie z.B. Tartrat, 
Succinat oder Maleat) enthalten, die Bildung von stabilen super- 
paramagnetischen Fluids ermoglichen. Die resultierenden Fluids 
konnen sodann autoklaviert und bis zu ikrem Gebrauch gelagert 
werden. 

6.3.4 Herstellung von stabilen superparamagnetic 
schen Fluids, die Metalloxide mil organischen 
Beschichtungen enthalten 

Superparamagnetische Fluids, die Metalloxide enthalten, an 
die organisches Beschichtungsmaterial gebunden ist, konnen 
durch Abanderungen des obigen Verf ahrens hergestellt werden. 
Diese organischen Beschichtungsstoffe konnen ausgewahlt 
werden aus einer breiten Palette von Polymerwerkstoffen, 
umfassend u.a. Kohlenhydrate wie Dextran (vorzugsweise mit 
einem Molekulargewicht zwischen 5.000 und 250.000 Dalton), 
Proteine (vorzugsweise mit einem Molekulargewicht zwischen 
5.000 und 250.000 Dalton) wie z.B. Serumalbumin vom Rind oder 
vom Menschen, Polypeptide (vorzugsweise mit einem Molekular- 
gewicht zwischen 5.000 und 250.000 Dalton) wie z.B. Polylysin, 
und Polyglutamate und Organosilane (vorzugsweise mit einem 
Molekulargewicht zwischen 5.000 und 250.000 Dalton) wie z.B. N- 
2-Aininoethyl-3-aminopropyltrimethoxysilan. Die Ankopplung 
kann, kurz gesagt, wahrend des ersten oder des zweiten Verfah- 
rensschrittes veranlafit werden. 

Erfolgt die Ankopplung wahrend des ersten Verfahrens- 
schrittes, so wird das Beschichtungsmaterial mit der Salzlosung 
vor der Ausfallung des superparamagnetischen Metalloxids 
gemischt. Das Beschichtungsmaterial bindet sich an das resultie- 
rende Prazipitat und bleibt wahrend der nachfolgenden Verf ah- 
rensschritte fest verankert. Ungebundenes Beschichtungsmaterial 
wird wahrend der Dialyse (Schritt 3) entfernt. In einer bevorzug- 
ten Ausfiihrungsart konnen auf diese Weise dextranbeschichtete 
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Eisenoxide enthaltende superparamagnetische Fluids hergestellt 
werden. 

Die Anbindung kann auch wahrend des Dispersions- und 
Oxidationsschritts (Schritt 2) erfolgen durch Hinzuf iigen des 
Beschichtungsmittels vor der Beschallung und anschliefiendes 
Beschallen des Gemischs mit Ultras chall zwecks Bildung des 
entsprechenden Oxyhydroxids. Auch hier werden die ungebun- 
denen Beschichtungsmittel durch Dialyse entfernt. 

Silanisierte Eisenoxide enthaltende superparamagnetische 
Fluids werden auf gleiche Weise hergestellt Zunachst werden die 
Eisenoxide einer Beschallung mit Ultraschall unterzogen, um die 
Oxyhydroxide zu gewinnen. Dann wird das Organosilan hinzuge- 
fugt und wird das Gemisch beschallt, um die Stoffe zu dispergie- 
ren. Die Anbindung des Silans an die Oberflache erf olgt schliefi- 
lich uber eine Wasserstoff abspaltende Reaktion. Die Polymerisa- 
tion des Silans kann vor oder nach der Ablagerung auf der 
Oxyhydroxid-Oberflache stattfinden. 

■ 

In einer Ausfuhrungsart vollzieht sich die Silanisierungs- 
reaktion in zwei Schritten. Zunachst wird das Trimethoxysilan 
dem mit Ultraschall bes chall ten Gemisch zugesetzt, das konden- 
siert und Silanpolymere hervorbringt. 

R R 

I' ! 

R-Si (OCH3) ^ HO Si 0 Si O 

I i 

OH 6h 

Sodann wird das Gemisch beschallt, woraufhin sich diese 
Polymere mit dem Metalloxid verbinden, vermutlich durch 
Knupfen einer kovalenten Bindung mit an der Oberflache befind- 
lichen OH-Gruppen unter Abspaltung von Wasser: 



-30- 



OH 



OH 



+ HO 



f 



si 



Si 



HO 



OH 



-H 2 C 



R ^ 



si 



OH 



Si 



Eine Adsoption der Silanpolymere an das Metalloxid ist ebenso 
denkbar. 

Ein wichtiger Aspekt dieses Verfahrens ist die Dehydrata- 
tionsmethode, die zur Herbeifuhrung der adsorptiven oder kova- 
lenten Anbindung des Silanpolymers an das Metalloxid ange- 
wandt wird. Diese Verknupfung wird erreicht durch Erhitzen des 
SUanpolymers und Metalloxids in der Gegenwart eines 
Benetzungsmittels, das sowohl mit organischem Ldsungsmittel als 
auch mit Wasser mischbar ist. Glycerol mit einem Siedepunkt von 
ca. 290 *C ist ein geeignetes Benetztmgsmittel. Die Erhitzung auf 
ca. 105 "C in der Gegenwart von Glycerol dient zwei Zwecken. Es 
gewahrleistet die Verdampfung von Wasser, des organischen 
Ldsungsmittels (bei dem es sich z.B. um Methanol, Ethanol, 
Dioxan, Aceton oder ein anderes mafiig polare Losungsmittel 
handeln kann) und von etwaigem uberschiissigem SQanmonomer. 
Dariiber hinaus wird durch die Gegenwart von Glycerol die 
Ansammlung oder Verklumpung und mogliche Vernetzung von 
Teilchen verhindert, ein inharentes Problem anderer auf dem 
Fachgebiet bekannter Silanisierungsverf ahren, bei denen die 
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Dehydratation durch Erhitzen bis zur Trockenheit erreicht wird. 
D.h., es bilden sich nur wenige Aggregate. Alle entstandenen 
Aggregate werden durch Hydrolyse entfernt. 

6.3 .5 Vorteile des Verfahrens der Herstellung von 
superparamagnetischen Fluids 

Das zur Herstellung von superparamagnetischen Fluids 
dieser Erfindung angewandte Verfahren ist einzigartig geeignet 
zur Herstellung von magnetischen Fluids, die sich fur eine In- 
vivo-Verwendung eignen. Es lassen sich insbesondere die 
nachgenannten Vorteile feststellen: 

1. Das Material wird zu keinem Zeitpunkt getrocknet, 
und es wird nach der anfangs erfolgenden Bildung der super- 
paramagnetischen Oxide zu keinem Zeitpunkt ausgefallt. Diese 
Vorgange bringen die Teilchen in unmittelbare Nahe zueinander 
und fuhren zur Verklumpung und Anhaufung, was ihre Brauch- 
barkeit als MR-Kon tras tmi ttel beeintrachtigt. Desweiteren werden 
die Metalloxide zu keinem Zeitpunkt aus dem superparamagneti- 
schen Fluid durch Beschallen mit Ultraschall oder Filtration 
entfernt; tatsachlich ist es so, dafi sie sich auf diese Weise gar nicht 
entfernen lassen. In verdiinnten Konzentrationen passieren die 
Metalloxide ein 0,22-Mikron (0,22 . 10" 6 m) -Filter. 

2. Da das Material zu keinem Zeitpunkt (nach der 
anfanglichen Bildung des Eisenoxids) ausgefallt wird, sind keine 
Sauren oder Basen notwendig, urn das Eisenoxid wieder zu losen. 
Bei einem Einsatz von Sauren besteht die Neigung, Eisenoxide zu 
losen, wodurch Eisen(m)-Ion entsteht, das toxisch ist und vor 
einer In- vivo- Verwendung entfernt werden mufi. Starke Basen 
eignen sich ebenso kaum fiir eine Verwendung im Rahmen der 
Herstellung von pharmazeutischen Losungen superparamagneti- 
scher Fluids. Starke Basen konnen an Eisenoxide gebundene 
biologische Molekiile wie z.B. Proteine oder Polysaccharide 
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hydrolysieren. Aminhaltige starke Basen konnen mit Polysaccha- 
riden in der bekannten Malliard-Reaktion reagieren. 

3. Veranderungen der Losungsmittel, z.B. zu Citratpuffer, 
werden durch Dialyse bewirkt. Viele andere Verfahren (wie z.B. 
das in dem US-Patent Nr. 4.001.288 beschriebene Verfahren) der 
Eisenoxidherstellung erfordern die Entfernung von Eisenoxiden 
aus der Losung, um Anderungen beim Losungsmittel zu 
bewirken, wobei haufig eine Saure oder Base zur erneuten Losung 
des Prazipitats zum Einsatz kommen. 

4. Die Anbindung von Beschichtungsstoffen an die 
Teilchen wahrend des Herstellungsprozesses lafit die Ankopplung 
einer breiten Palette von biologisch aktiven Molekulen zu wie z.B. 
Antikorpern, Antigenen, Serumproteinen oder anderen Stoffe. Das 
gebundene biologisch aktive Molekul kann dazu dienen, das 
superparamagnetische Mittel in vivo zu steuern, wie in Abs. 6.5 
beschrieben. 

4 

6.4 Ei genschaften von superparam agneti- 
flchen Fluids 

6.4.1 Magnetische Eigenschaften 

Kennzeichnend fur die nach den in Abs. 6.3 beschriebenen 
Verfahren hergestellten Fluids sind ein starkes magnetisches 
Moment in einem starken aufieren magnetischen Feld (im allge- 
meinen zwischen ca. 5 und ca. 90 EMU/g Metalloxid) und ein 
vernachlassigbares magnetisches Moment bei Fehlen eines aufie- 
ren magnetischen Feldes (d.h. eine magnetische Rechteckigkeit 
von kleiner als 0,1). Ein solches Verhalten ist kennzeichnend fur 
superparamagnetische Teilchen. 

Die ABBILDUNG 4 zeigt magnetische Hystereseschleifen fur 
typische superparamagnetische und ferromagnetische Eisenoxide. 
Die Magnetisierung wurde in einem Vibrations-Probenmagneto 
meter mit Feldern bis zu 6.000 Gauss, 25 °C, gemessen. Bei starken 
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aufieren Magnetfeldern ist das superparamagnetische Fluid dieser 
Erfindung annahernd so magnetisch wie ferromagnetisches Eisen 
und weit magnetischer als das paramagnetische Eisen(HI)-oxy- 
hydroxid. Aufierdem sind die Losungen der hier beschriebenen 
Erfindung eher superparamagnetisch als ferromagnetisch, verlie- 
ren sie doch fast ihr ganzes magnetisches Moment bei Fehlen eines 
aufieren magnetischen Feldes. In der Tat lassen sich die super- 
paramagnetischen Losungen dieser Erfindung durch eine Satti- 
gungsmagnetisierung von 30 EMU/g oder grofier charakterisie- 
ren, bei einem Verlust von mehr als 90 % dieses Magnetismus bei 
Fehlen eines aufieren magnetischen Feldes. 

6.4.2 Retention von Citrat und Stabilitat von 
superparamagnetischen Fluids 

Die Retention von Citrat (aus wafirigem Natrium-, Kalium- 
oder Ammoniumcitratpuffer) kann zur Unterscheidung der 
superparamagnetischen Fluids dieser Erfindung von anderen 
Eisenoxiden genutzt werden. Untersuchungen der Citrat- 
bindimgsfahigkeit von im Handel erhaltlichen Eisenoxid- und 
Eisen(m)-oxyhydroxidformen zeigen, dafi die Eisenoxide in den 
superparamagnetischen Fluids der hier beschriebenen Erfindung 
in der Lage sind, annahernd soviel Citrat wie das paramagneti- 
sche (ionische) EisenQID-oxyhydroxid zurvickzuhalten, wahrend 
Gamma-Eisen(IID-oxid und Magnetit nicht in der Lage sind, 
bedeutende Mengen von Citrat zurxickzuhalten. Das Unvermogen 
von Eisenoxiden, Citrat zuruckzuhalten, in Verbindung mit der 
Fahigkeit von EisendlD-oxyhydroxid, dies zu tun, lafit stark 
vermuten, dafi Citrat nicht nach den iibiichen chemischen 
Adsorptionsmechanismen an den Oberflachen von nach dem 
Verfahren dieser Erfindung hergestellten Eisenoxiden (siehe Abs. 
6.3) adsorbiert. Die Retention von Anionen wie Citrat durch die 
superparamagnetischen Eisenoxide dieser Erfindung zeigt, dafi 
diese Stoffe einen ionischen Charakter ahnlich den Eisen(III)- 
oxyhydroxiden haben. 
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Die Stabilitat von Fluids dieser Erfindung ist in ABB. 5 
dargestellt; hier wurde ein nach dem in Abs. 6.3 beschriebenen 
Verfahren hergestelltes superparamagnetisches Fluid einer 
Behandlung im Autoklaven mit und ohne Citrat unterzogen. Die 
Zugabe von 50 mM Citrat stabilisierte eine Losung von 1,26 M 
Eisenoxid, was die Gelierung des Materials verhinderte. 

Die Stabilitat der Oxyhydroxidlosungen von Eisen (d.h. der 
superparamagnetischen Fluids) steht in Zusammenhang mit dem 
Austausch von Hydroxid gegen Citration. Sowohl paramagneti- 
sche Oxide als auch superparamagnetische Oxide halten Citrat in 
. ahnlicher Weise zuriick: 

3 FeO:OH + Citrat 3 " — > (FeO) 3 ~Citrat + 3 OFT 

Statt zu versuchen, die van-der-Waals'schen Krafte zwischen 
neutralen Kristallen mit Polymeren zur blockieren durch 
Ankopplung von Surfaktanten oder Komplexbildung, dem allge- 
meinen von anderen bei der Herstellung von Ferrofluids verfolg- 
ten Ansatz, werden die superparamagnetischen Fluids dieser 
Erfindung dank des ionischen Charakters des Eisenoxids und der 
Wahl der geeigneten Anionen stabilisiert. 

Die stabilen Losungen dieser Erfindung beinhalten eine 
Metallkonzentration in einem Bereich zwischen 0,05 und 5 molar 
und eine Citrationenkonzentration zwischen 0,001 und 0,1 Mol 
Citrat/Mol Eisen, vorzugsweise zwischen 0,01 und 0,1 Mol 
Citrat/ Mol Eisen bei einem pH-Wert zwischen 6 und 10. Bei 
zunehmender Konzentration des Eisens in der Losung mufi sich 
auch das Citrat/Eisen-Verhaltnis erhohen, um die Stabilitat 
hervorzubringen. Sie sind somit mit physiologischen Gegeben- 
heiten kompatibel. 

Die superparamagnetischen Fluids dieser Erf indung verdan- 
ken ihre Stabilitat in Losung nicht ihrer Polymer- oder Surfaktan- 
tenbeschichtung, sondern der Existenz eines kationischen 
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Charakters des Eisenoxids und dessen Stabilisierung mit Anionen 
wie Citrat. Im allgemeinen reichen Polymerbeschichtungen, 
wenngleich sie zur Stabilisierung von Eisenoxiden beitragen, nicht 
aus, urn sie vor den Harten des Autoklavierens zu schutzen. Im 
Gegenteil, gemafi dieser Erfindung hergestellte superparamagne- 
tische Fluids konnen unter Verzicht auf jegliches Polymer 
hergestellt werden und sind hochstabil. 

6.4.3 Wirksamkeit als MR-Kontrastmittel 

Bex der Beurteilung von magnetischen Stoffen unter dem 
Aspekt der Eignung als MR-Kontrastmittel kann die Fahigkeit von 
Stoffen, die Protonenrelaxationszeit zu verkiirzen, bedeutsamer 
sein als die magnetischen Stoffeigenschaften wie Magnetisie- 
rungsstarke. Da die Bilderzeugung nach dem magnetischen Kern- 
resonanzverfahren (MR) so funktioniert, dafi die Geschwindig- 
keiten von zwei Arten von Protonenrelaxationen in verschiedenen 
Geweben ermittelt werden und Abweichungen zwischen diesen 
Relaxationsgeschwindigkeiten zum Aufbau eines BUdes heranjge- 
zogen werden, miissen die Unterschiede in den Protonenrelaxati- 
onszeiten zwischen den Geweben ausreichend grofi sein, um ein 
Bild guter Qualitat zu erhalten. Wie oben bereits festgestellt, 
arbeiten MR-Kontrastmittel durch Verkiirzen der Protonenrelaxa- 
tionszeit, und sie verbessern so den Kontrast und die allgemeine 
Bildqualitat. Zwei Relaxationsparameter, Spin-Spin-Relaxations- 
zeit (T}) und Spin-Gitter-Relaxationszeit (T2) genannt, werden zur 
Erzeugung des MR-Bildes herangezogen. 

In Experimenten, bei denen es darum ging, die Wirkung 
dieser Stoffe als Kontrastmittel zu beurteilen, wurde festgestellt, 
dafi die superparamagnetischen Fluids eine viel grolSere Wirkung 
sowohl auf I} als auch auf T2 haben als alle im Handel erhaltli- 
chen Eisenverbindungen einschliefilich Eisen(III)-ion-Chelat, 
paramagnetischen EisenQID-oxyhydroxiden, Gamma-Eisen(III)- 
oxiden und superparamagnetischen Eisenoxid-Clustern (Beispiel 
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7.15). Das Material dieser Erfindung 1st in der Tat bemerkenswert 
in bezug auf seine Fahigkeit, die Protonenrelaxation zu verkurzen. 
Die gemafi dieser Erfindung hergestellten Stoffe sind potentere 
Verstarker der Protonenrelaxation als ferromagnetische Stoffe und 
als paramagnetische Eisen(IlD-oxyhydroxide. Aufierdem fiihrt der 
stark dispergierte Zustand der Stoffe dieser Erfindung zu hoheren 
Relaxivitaten als die Relaxivitaten, die fur Stoffe, die als Cluster 
vorliegen, kennzeichnend sind (siehe 7.12 und Tabelle HI). Das 
Verf ahren bringt somit superparamagnetische Losungen hervor, 
die auf ihre Wirkungen auf die Protonenrelaxationszeit hin 
optimiert sind. 

Die hohe Relaxivitat (siehe Tabelle HI) der Stoffe dieser 
Erfindung ist fur ihre pharmazeutische Verwendung als MR- 
Kontrastmittel von Bedeutung, da sie starke Auswirkungen auf 
das MR-Bild bei Anwendung geringer Eisendosierungen herruft. 
So lassen sich beispielsweise mit den gemafi dieser Erfindung 
hergestellten superparamagnetischen Eisenoxiden bildliche 
Darstellung der Leber in hohem Mafie verbessern mit Dosierun- 
gen von 1 mg Eisen pro kg Korpergewicht einer Ratte, bei einer 
fiir die Ratte geltenden LD50 von uber 250 mg Eisen pro 
Kilogramm. 

6.5 Biologische Abbaubarkeit 

Sowohl die superparmagnetischen Teilchen in den Disper- 
soiden als audi die Metalloxide in den superparamagnetischen 
Fluids dieser Erfindung haben sich bei einer In-vivo-Verabrei- 
chung als biologisch abbaubar erwiesen (siehe Beispiele 7.6 und 
7.15). Tatsachlich sammelt sich das Eisen, die herausragende 
Spezies in den Dispersoiden und Fluids, in der Leber an, wo es 
letztendlich abgebaut und in das Hamoglobin des Subjekts 
inkorporiert wird. Somit konnen die Dispersoide und Fluids im 
Rahmen der Behandlung von Anamie eingesetzt werden, und es 
konnte in der Tat aufgezeigt werden, dafi die Fluids so wirksam 
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wie Imferon (ein kommerziell eingesetztes Praparat zur Behand- 
lung von Anamie beim Menschen) bei der Wiederherstellung 
normaler Hamatokritwerte in anamischen Ratten sind. 

6.6 Steuerbarkeit 

Sowohl die superparmagnetischen Teilchen in den Disper- 
soiden als auch die Metalloxide in den superparamagnetischen 
Fluids dieser Erfindung konnen, wie oben bereits beschrieben, mit 
verschiedenen Beschichtungsmitteln iiberzogen werden. Die 
Verwendung solcher Beschichtungen ermoglicht es, verschiedene 
biologische Molekiile an das Kontrastmittel zu koppeln, urn 
verschiedene Organe gezielt angehen zu konnen. So konnen 
beispielsweise Antikorper anhand einer Vielzahl von Verfahren 
gebunden werden, so u.a. durch Diazotisierung und Ankopplung 
iiber einen Glutaraldehyd- oder Carbodiimid-Bindungsbestandteil 
(Beispiele fiir diese Kopplungsverfahren finden sich in dem US- 
Patent Nr. 4.628.037). Eine Anwendung von Verfahren wie diesen 
bietet ein Maximum an Flexibility, da ein antikorper-gesteuertes 
superparamagnetisches Metalloxid an einen bestimmten Zell- 
oder Gewebetyp andocken kann. Dies kann die Erzeugung eines 
Bildes ermoglichen, das zwischen dem Zielgewebe und dem 
umgebenden Gewebe unterscheidet. 

Neben Antikorpern konnen auch andere biologische 
Molekiile, die sich auf die Steuerbarkeit auswirken, an die 
Teilchen angekoppelt werden, so wie es der jeweilige Anwen- 
dungsfall vorschreibt. Einige mogliche Anwendungen sind im 
folgenden aufgefuhrt 
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Antikorper 

1. Anti-Herz-Myosin 



2. Anti-Fibrin 

3. Anti-T-Zellen 



4. Anti-CEA 



5. Anti-Melanom- 
Antikorper 

6. Anti-Eierstockkrebs- 
Antikorper 

7. IgG 



Anwendung 

zur Darstellung der von 
einem Infarkt betroffenen 
Bereiche des Herzens 

Gerinnsel-Darstellung 

Lymphom 

Darstellung von 
koloniebildenden Tumoren 

Darstellung von Melanomen 



Darstellung von Eierstock- 
Krebs 

Fc-Rezeptor-Skizzierung 



Kohlenhydrate 

1 . Bakterielle Lipopolysaccharide 

2. Zellulose 

3. Mucopolysaccharide 

4. Starke 

5. Kohlenhydratmodifikation nach Synthese, z.B. Dextran- 
beschichtung wird positiv oder negativ geladen, 
Diethylamino-(DEAE-)Zellulose- oder Carboxymethyl- 
(CM-)Dextran 



-39- 



Hormone 



1. Insulin 



2. Thyreotropes Hormon 

3. Acetylcholin 
(oder Analoge) 

4. Serumlipoprotein 
geringer Dichte 

5. Hormonanaloge 
einschL Arzneistoffen 

6. Serumtransferrin 



Anwendung 

Insulinrezeptor 
Status wie bei 
beginnender Diabetes 
im Erwachsenenalter 

Schilddnisenerkrankung 

Skizzieren von neuralen 
Rezeptoren 

Skizzieren von Hyper- 
cholesterinamie 

Skizzieren des endokrinen 
Systems und Rezeptoren 

Skizzieren von Trans- 
feninrezeptoren 



6.7 Verfahren zur Verlangerung der 

Serumlebensdauer eines Kontrastmittels 
zur Kernspintomographie 

Zur Verlangerung der Lebensdauer eines Kernspintomo- 
graphie-Kontrastmittels im Serum eines Subjekts, sofern dies 
gewiinscht wird, mufi verhindert werden, dafi es durch das 
reticuloendotheliale System (RES) absorbiert wird. Wie man 
festgestellt hat, lafit sich dies dadurch erreichen, dafi man dem 
Subjekt ein Blockierungsmittel verabreicht, das mit dem 
Kontrastmittel wirksam xim die Bindung der RES-Rezeptoren 
wetteifert, die fiir den Entzug des MR-Kontrastmittels aus dem 
Blutstrom verantwortlich sind. Es gibt eine Reihe von phagozyti- 
schen Rezeptoren, die tmabhangig voneinander funktionieren. 
Das Ergebnis zeigt, dafi kein einzelner Stoff gleich wirksam 
hinsichtlich der Blockierung aller RES-Rezeptoren ist und jedes 
Blockierungsmittel Spezifitat fiir das Kontrastmittel besitzen mufi. 
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(Siehe Davis et aL, in: "Polymeric Nanoparticles and Micro- 
spheres", Gurot, P., und Covreur, P. Hrsg., [CRC Press, 1986] 
S. 180). 

Das Verfahren beinhaltet, dafi dem Subjekt eine Dosis von 
paramagnetischem Eisenoxid entweder vor oder zusammen mit 
der Verabreichung des Kontrastmittels gegeben wird. Die besten 
Ergebnisse werden erzielt, wenn das paramagnetische Eisenoxid 
dem Kontxastmittel so ahnlich wie praktisch moglich ist, insbe- 
sondere in bezug auf Teilchengrofie und Beschichtung. Nach einer 
kurzen Zeitspanne, im allgemeinen von 15- bis 20-minutiger 
Dauer, wahrend der der paramagnetische Stoff in dem Blutstrom 
zirkuliert und sich an die RES-Rezeptoren anlagert, wird das 
Kontrastmittel verabreicht. Die richtig gewahlte Dosierung des 
paramagnetischen Stoffes bewirkt eine starke Verlangerung der 
Lebensdauer des Kontrastmittels in dem Serum. 

Ein ausgezeichnetes Blockierungsmittel fiir superparama- 
gnetisches MR-Kontrastmittel ist eine paramagnetische Form 
desselben Materials. Die Erklarung hierfiir ist, dafi der Wirkungs- 
grad des Blockierungsmittels da von abhangt, ob sich ein 
Wettstreit um Rezeptoren einstellt; Zelloberflachenrezeptoren 
binden zirkulierende Stoffe vor der Aufnahme. Diese Aufnahme 
wird Pinozytose (Entzug von Flussigkeiten) oder Phygozytose 
(Entzug von Teilchen) genannt. Kommt es zu einem Wettstreit, 
durch den der Entzug des superparamagnetischen MR-Kontrast- 
mittels blockiert wird, dann wird die Entfernung des Kontrast- 
mittels verhindert. Da die RES-Rezeptoren spezifisch sind und nur 
Substanzen einer bestimmten Grofie oder Gestalt binden, lafit sich 
dieser Wettstreit am besten bei Stoffen beobachten, die physika- 
lisch ahnlich sind. Da sich ein paramagnetisms Teilchen von 
einem superparamagnetischen Teilchen auch nur in den zentralen 
magnetischen Eigenschaften unterscheiden kann statt in seiner 
Oberflachenchemie, ist ein starker Wettstreit unvemeidlich, 
weshalb der paramagnetische Stoff ein hoch wirksamer Blocker 
ist. 
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In einer bevorzugten Ausfuhrungsart wird dextran- 
beschichtetes paxamagnetisches Eisenoxid als Blockierungsmittel 
fur dextranbeschichtetes superparamagnetisches Eisenoxid 
eingesetzt. Dieser Stoff ist ein ideales Blockierungsmittel fur 
dextranbeschichtete superparamagnetische Eisenoxid-Kontrast- 
mittel, und dies aus den nachgenannten Griinden: 

1. Es ist praktisch nicht nachweisbar durch Magnet- 
resonanzverfahren. 

2. Es kann anhand des fur superparamagnetische Stoffe 
angewandten Verf ahrens hergestellt werden, jedoch ohne Einsatz 
von zweiwertigem Eisen (das fur das superparamagnetische 
Produkt notwendig ist). Das MR-Kontrastmittel und das Blockie- 
rungsmittel sind bis auf die Feinstruktur des Eisenoxids, die 
entscheidend ist fiir den Magnetismus und die Nachweisbarkeit 
durch MR, identisch. Aus der Sicht des Zelloberflachenrezeptors, 
der die Entfernung aus dem Blutkreislauf kontrolliert, sind das 
superparamagnetische Kontrastmittel und das Blockierungsmittel 
identisch. 

3. Es ist fiir den Menschen ungiftig und ist festgestellter- 
mafien von therapeutischem Nutzen bei der Behandlung von 
Anamie. In der Tat ist es so, dafi therapeutisch bejahtes parama- 
gnetisches Dextran (Imferon) als Blockierungsmittel fiir die 
superparamagnetischen MR-Kontrastmittel dieser Erfindung 
eingesetzt werden kann. 

Die Verlangerung der Serumlebensdauer ist von besonderer 
Bedeutung, wenn MR-Messungen zur Bestatigung der Blutzirku- 
lation (oder des Ausbleibens der Zirkulation) vorgenommen 
werden. Bei diesen Messungen wird das Kontrastmittel parenteral 
verabreicht, danach lafit man es zirkulieren. Durch Messen von 
und T2 lafit sich feststellen, ob eine Blutzirkulation gegeben ist 
oder nicht. Ein solches Verfahren kann ein wertvolles Hilfsmittel 
fur die Diagnose von Kreislaufstorungen sein, und es kann einge- 
setzt werden, urn das Stromen von Blut in Bereiche nachzuweisen, 
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wo es normalerweise ausgeschlossen ist, wie z.B. bei Schlaganfal- 
len. 

7 BEISPIELE 

7.1 Herstellung von dextranbeschichteten 
Teilchen 

Zu einer Losung (500 ml) von 0,28 M FeCl^ 0,16 M FeCl 2 
und 12,5 % (Gew./Vol.) Dextran, (Molekulargewicht 71.000 
Dalton, bezogen von Sigma Chemical Company, Best.-Nr. D1390) 
werden 500 ml 7,5%iges NH4OH langsam iiber einen Zeitraum 
von 2 Minuten hinzugegeben. Es bildet sich eine schwarze, 
magnetische Trockensubstanz bestehend aus grofien und kleinen 
Teilchen. Das Material wird 5 Minuten lang geruhrt, dann 30 
Minuten lang auf 70 °C erhitzt. Anschliefiend wird die Losung mit 
1.500 x g 15 Minuten lang zentrifugiert, urn grofie Teilchen zu 
entfernen, wahrend die kleinen Teilchen 3 Tage lang gegen 10 
Gallonen H 2 0 dialysiert werden, bei tagUchem Wasserwechsel. 

Die resultierenden Teilchen weisen einen Durchmesser von 
ca. 1.400 Angstrom auf, gemessen anhand des Lichtstreumefi- 
verfahrens. 

7.2 Herstellung von mit Rinderser umalbumin 
beschichteten Teilchen 

Zu einer Losung (80 ml) von 0,5 % Rinderserumalbumin, 
0,27 M FeCl 3 und 0,16 M FeCl 2 werden 80 ml 7,5%iges NH4OH 
hinzugegeben. Es bildet sich eine schwarze, magnetische Trocken- 
substanz bestehend aus Teilchen. Man lafit das Gemisch 5 
Minuten ruhen, bevor es 15 Minuten lang mit 1.500 x g zentrifu- 
giert wird, um grofiere Teilchen zu entfernen. Das Pellet wird 
weggeworfen, und der Uberstand wird in einen Dialysebeutel 
gegeben und gegen 10 Gallonen destilliertes Wasser, das dreimal 
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gewechselt wird, dialysiert. Grofiere Teilchen werden wiederum 
durch Zentrifugation wie oben entfernt und weggeworfen. Dann 
werden die Teilc±ien durch Ultrafiltration unter Einsatz einer XM- 
50-Membran und einer Riihrwerk-Zellenfiltrationsvorrichtiing 
von Amicon Corporation, Lexington, MA, konzentriert. 

Die resultierenden Teilchen weisen einen Durchmesser von 
ca. 1.730 Angstrom auf, gemessen anhand des Lichtstreumefi- 
verfahrens. 

7.3 Herstellung von unbeschichteten Teilchen 

100 ml einer Losung von 0,8 M FeCl^ 0,4 M FeCl 2 und 0,4 M 
HCL werden tropfenweise 1.000 ml 2,4%iges NH 4 OH versetzt, 
und das Gemisch wird 5 Minuten geriihrt. Es bildet sich eine 
schwarze, magnetische Trockensubstanz bestehend aus gut sicht- 
baren Teilchen. Um gut sichtbar zu sein, miissen Teilchen grofier 
sein als die Weilenlange von gestreutem Licht, die ungefahr 500 
nm (0^ Mikron) betragt. Die Teilchen werden isoliert, indem man 
sie mit einem an der Aufienseite des Reaktionsgefafies angeord- 
neten Permanentmagneten anzieht imd die Losung dekantiert. Zu 
dem magnetischen Kuchen werden 55 ml 50%iges Triethylamin in 
Wasser gegeben. Das Gemisch wird iiber Nacht gegen Wasser 
dialysiert, was dazu fuhrt, dai3 die groGen Teilchen wieder 
auftauchen. Sodann wird gerade so viel Triethylamin 
hinzugegeben, wie erforderlich ist, um wieder die kleinen 
Teilchen zu erzeugen, die aus der Addition von Triethylamin 
hervorgehen. Dann werden die Teilchen durch ein 0,2-Mikron- 
Filter gefiltert, was zeigt, dafi das Endprodukt unter dieser Grofie 
liegt. 
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7.4 Verwendung von Teilchen zur 
Sichtbarmachung von Lebertumoren 

Die Wirkungen der dextranbeschichteten Teilchen nach 
Abs.7.1 auf das Bild eines Rattenlebertumors sind dargestellt in 
der ABB. 2, die Reproduktionen von funf Bildern zeigt, die mit 
einem Technicare MR-Bilderzeugungsgerat erstellt worden sind. 
Die in den Abbildungen 2A und 2B gezeigten Bilder wurden vor 
der Verabreichung des Kontrastmittels mittels unterschiedlicher 
Gerateeinstellungen aufgenommen, wobei in keinem der Bilder 
der Tumor klar zu erkennen ist; die Abbildungen 2C und 2D 
zeigen Bilder derselben Rattenleber, jedoch wurden diese Bilder 
nach intra venoser Verabreichung des dextranbeschichteten 
Teilchens nach Abs. 6.1 in einer Einzeldosis von 0,5 mg/kg in die 
Schwanzvene aufgenommen, und sie zeigen deutlich den Tumor 
und erlauben eine Vermessung seiner Gesamtgrofie und Gestalt; 
in der ABB. 2E ist der Tumor durch ein Fadenkreuz als Hilfe fur 
die Sichtbarmachung markiert. 

» 

7.5 Vergleich der Wirkungen von 
su perparamagnetischen Teilche n und von 
f erromagnetischen T eilchen auf T2 

Die ABB. 1 vergleicht die Relaxationszeit T 2 von Agargel in 
der Gegenwart von (in Beispiel 7.1 hergestellten) dextran- 
beschichteten Teilchen und dem ferromagnetischen Teilchen Pf- 
2228 (Pfizer). Die Relaxationszeiten in der Gegenwart von 
verschiedenen Konzentrationen eines jeden Teilchens wurden 
anhand eines IBM-PC-20-NMR-Spektrometers bei 0,47 Tesla (4.700 
Gauss) ermittelt. Es ist deutlich zu erkennen, dafi das superpara- 
magnetische Teilchen eine viel grofiere Wirkung auf T 2 ausubt als 
das ferromagnetische Teilchen. Angesichts der Tatsache, dafi 
superparamagnetische Stoffe weit weniger magnetisch sind als 
. ferromagnetische Stoffe, uberrascht dieses Ergebnis doch ziemlich. 
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7.6 Biologische Abbaubarkeit von 
dextranbeschichteten Teilchen 

Eine Dispersion von unbeschichteten superparamagneti- 
schen Eisenoxidpartikeln in Wasser wurde intravenos in 
Dosiemngen von 20, 37 und 243 mM Fe/kg Korpergewicht an 
Sprague-Dawley-Ratten verabreicht Die Ratten wurden nach 
festen Zeitintervallen getotet, und T 2 des Lebergewebes wurde 
mit Hilfe eines IBM-PC-20-NMR-Spektrometers gemessen. Die 
Ergebnisse sind in ABB. 3 dargesteilt. 

Die Daten zeigen, dafi T 2 nach der Verabreichung einen 
deutlichen Abf all erfahrt und sich anschickt, sich langsam zu 
erholen, vermutlich auf Grund der Metabolisierung des Eisens. 
Die Wirkungen sind jedoch auch noch zwei Wochen nach der 
Verabreichung nachweisbar. Wie man auch sehen kann, sind die 
Wirkungen bei den hoheren Dosierungen noch pragnanter. Die 
Teilchen haben somit eine verlangerte Lebensdauer in diesen 
Organen. Da die Leber und die Milz die in bezug auf die Speiche- 
rung von Eisen fur die Inkorporation in das Hamoglobin wichtig- 
sten Organe sind, wird die Theorie aufgestellt, dafi diese Stoffe in 
das Hamoglobin der Ratte inkorporiert werden. 

7.7 Biodistribution von mit 
Rinderserumalbumin beschichteten 
Teilchen 

0,4 mg des (in Abs. 7.2 hergestellten) mit Rinderserum- 
albumin beschichteten Teilchens in destilliertem Wasser wurde an 
sechs Sprague-Dawley-Ratten mit einem Korpergewicht von 
jeweils ca. 200 g intravenos verabreicht Es wurden jeweils zwei 
Ratten 90 Minuten, 24 Stimden und 7 Tage nach der 
Verabreichung getotet, und die Relaxationszeiten (T^ und T 2 ) 
verschiedener Organe wurden mit Hilfe eines IBM-PC-20- NMR- 
Spektrometers gemessen. Die Ergebnisse sind im folgenden 
zusammengestellt: 
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TABELLE I 



BIODISTRIBUTION VON MIT RINDERSERUMALBUMDM 
BESCHICHTETEN TEILCHEN IN RATTENORGANEN UND - 

GEWEBEN 



Zeit nach 
Injektion 




Leber 


Relaxationszeiten (ms) 
Milz Lunge 


Blut 


Vergleich 
N 1 =6 


Tl 
T 2 


0 /2 79 
32 


0,544 
48,3 


0,688 
57 


0,786 
158 

* 


90 min 

N = 2 


Tl 
T 2 


0,232 
20 


0,396 
22 


0,656 
56 


.0,901 
136 


24 Std. 
N = 2 


Tl 
T 2 


0, 2 79 
22 


0,494 
44 


0,735 
68 


1,084 
155 


7Tage 
N=2 


Tl 
T 2 


0,268 
31 


0,572 
49 


0,712 
68 


0,972 
162 



1 N entspricht der Anzahl der untersuchten Ratten 



Diese Daten lassen vermuten, dafi sowohl das Blut als auch 
die Lunge das magnetische Material sehr schnell ausf iltern, da 
sich 90 Minuten nach der Injektion so gut wie keine Wirkung 
mehr auf die Relaxationszeiten feststellen lafit Die Milz zeigt eine 
mafiig schnelle Erholung, indem sie 90 Minuten nach der Injektion 
eine wesentliche Abnahme sowohl hinsichtlich als auch 
hinsichtlich T 2 , jedoch nahezu keine Restwirkung 24 Stunden 
danach erkennen lafit. Die Leber zeigt zwei unterschiedliche 
Erholungsgeschwindigkeiten. T t erreicht seinen urspriinglichen 
Wert nach 24 Stunden, wahrend T 2 nach 24 Stunden noch erheb- 
lich reduziert ausfallt und erst nach 7 Tagen eine Erholung 
erkennen lafit. 
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7.8 Vergleich der Biodistribution von 
unbeschichteten Teilchen und von 
dextranisierten Teilchen 

Bei dieser Versuchsreihe ging es darum, die Biodistribution 
von drei unbeschichteten und vier dextranbeschichteten Teilchen 
zu untersuchen. Die unbeschichteten Mittel wurden nach dem in 
Abs. 7.3 beschriebenen Verfahren hergestellt, die dextran- 
beschichteten Teilchen wurden nach dem in Abs. 7.1 beschriebe- 
nen Verfahren hergestellt, wobei jedoch das Molekulargewicht des 
fur die Beschichtung verwendeten Dextrans verandert wurde 
(siehe TABELLE II). Vor jedem Versuch wurden die Kontrast- 
mittel gegen destilliertes Wasser dialysiert und anschliefiend 
verschiedenen Gruppen von Sprague-Dawley-Ratten in destil- 
liertem Wasser als Trager injiziert Die Ratten wxirden in 
bestimmten Abstanden nacheinander getotet, und es wurden die 
Relaxationszeiten der Leber, Milz und Lunge mit Hilfe eines IBM- 
PC-20-NMR-Spektrometers bestimmt. Die Bestimmung von T 1 
und T 2 erfolgte mittels vorprogrammierter Inversionsregenerie- 
rung bzw. Carr-, Purcell-, Meiboom- und Gill-Impulssequenzen. 

Die Ergebnisse sind im folgenden zusammengefafit: 
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TABELLE II 



Uber- Zeit nach Relaxations zeiten (ms) 



Komplex 


zug 


Dosis 


Dosis 


Leber 


Milz 


Lunge 


Kontrolle 




Keine- 




Tl 
T 2 


0^7 
32 


0,54 
48 


0,717 

64 


AMI-12 


Keiner 


24,2 

Hmol/kg 


2,5 
Std. 


Tl 
T 2 


0,27 
22,7 


0,420 
26,0 


0,626 

• 

45,8 








18 
Std. 


Tl 
T 2 


0,254 
29,6 


0,532 
42,9 


0,752 
68^ 








1 

Wo. 


Tl 
T 2 


0,239 
31,6 


0,528 
43,8 


0,730 
72,0 








2 

Wo. 


Tl 
T 2 


0,240 
29,4 


0,462 
35,5 


•0,702 
79,5 


AMI-13 


Keiner 


24,6 

limol/kg 


2,5 
Std. 


Tl 
T 2 


0,221 
16,9 


0,424 
28,0 


0,672 
65,2 








18 
Std. 


Tl 
T 2 


0,218 
18,8 


0,386 
29,0 


0,802 
80,8 








1 

Wo. 


Tl 
T 2 


0,236 
26,0 


0,443 
38,5 


1,753 
80,4 








2 

Wo. 


Tl 

T 2 


0,236 
2 8, 2 


0,493 
43,8 


0,722 
80,8 


AMI-14 


Keiner 


25,4 

pmol/kg 


2 

Std. 


Tl 
T 2 


0,238 
20,8 


0,470 
31,8 


0,706 
7 2 ,4 








18 
Std. 


Tl 
T 2 


0,238 
20,4 


0,436 
34,7 


0,750 
69,6 








1 

Wo. 


Tl 
T 2 


0,216 
26,7 


0,522 
41,7 


0,755 
80,4 








2 

Wo. 


Tl 
T 2 


0,227 
24,8 


0,452 
43,6 


0,698 
78,7 
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AMI- 15 


Dextran 
9.000 


36,3 

jimol/kg 


4 

Std. 


T l 
T 2 


0,238 
17,8 


0,300 
19,4 


0,672 
56,4 








24 
Std. 


T l 
T 2 


0,253 
21,1 


0,387 
26,4 


0,740 
73,2 








1 

Wo. 


T l 
T 2 


0,219 
25,6 


0,485 
36,7 


0,766 
78,1 








2 

Wo. 


T l 
T 2 


0,258 
28,7 


0,523 
39,1 


0,718 
69,9 


AMI-16 


Dextran 
17.900 


32,4 

jimol/kg 


4 

Std. 


Ti 
T 2 


0,248 
18,8 


0302 
163 


0,678 
56,2 








24 
Std. 


Ti 


0,238 
19,9 


0384 
24,9 


0,703 
71,6 








1 

Wo. 


A l 
T 2 


0,197 
253 


0,470 
37,1 


0,725 
74,6 








2 

Wo. 


Ti 
A l 

T 2 


0,258 
28,9 


0,525 
44,8 


0,731 
733 




35.600 


33,1 

|imol/kg 


4 

Std. 


T 2 


0,244 
16,0 


0381 
17,4 


0,674 
54,4 








24 
Std. 


Ti 

^2 


0,247 
20,2 


0,388 
22,9 


0,690 
76,4 








1 

Wo. 


Ti 
T 2 


0,214 
24,3 


0300 

W 

44,0 


0,696 
76,0 








2 

Wo. 


Ti 

1 

T 2 


0,244 
28,6 


0,562 
48,6 


0,762 
70,6 


A A XT 1 O 

AMI- 18 


Uextran 
249,000 


|junol/kg 


Std. 


M 

T 2 


20,0 


O 237 
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Wie zuvor legen die Daten den Schlul* nahe, dafi die 
Kontrastmittel schnell aus der Lunge abgebaut werden und in der 
Milz und der Leber langer prasent sind. Aufierdem kann man 
sehen, dafi die dextranbeschichteten Teilchen weniger schnell als 
die unbeschichteten Teilchen entfernt werden, was sich auf die T2- 
Werte der Leber und der Milz ca. eine Woche lang erheblich 
auswirkt 

7.9 Herstellung von superparamagnetischen 
Fluids, die unbeschichtete Teilchen 
enthalten 

7.9.1 Herstellung von superparamagnetischem 
Eisenoxid 

Eine Losung von 0,25 M Eisen(D>chlorid und 0,5 M 
EisenCED-chlorid (600 ml) wurde zu einer Losung von 5 M NaOH 
(600 ml) hinzugegeben. Es bildete sich ein schwarzes magneti- 
sches Oxidprazipitat. Dieses Prazipitat wurde wiederholt mit 
einer Base gewaschen und dekantiert, bis ein pH-Wert von ca. 9 
erreicht war. 

7.9.2 Dispersion und Oxidation 

400 ml magnetisches Oxid (ca. 15 g) aus Abs. 7.9.1 und 25 ml 
gekiihlte Essigsaure wurden zusammen in einen Becher gegeben 
und vermischt. Sodann wurde eine Schailsonde in den Becher 
eingefiihrt, und die Losung wurde mit hoher Intensitat 2 Minuten 
lang beschallt Die Schailsonde wurde wieder herausgenommen, 
und die Losung wurde mit 1.000 x g 20 Minuten lang zentrifu- 
giert. Das Pellet wurde weggeworfen, die iiberstehende Flussig- 
keit wurde zuriickbehalten. 
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7.9.3 Transfer zu Citratptiffer 

Der Uberstand aus Abs. 7.9.2 wurde gegen Ammonium- 
citratpuffer dialysiert unter Zuhilfenahme eines Hohlfaser- 
Dialyse-/Konzentrationsapparats Modell DC2 (AMICON Corp. 
Dan vers, MA). Bei dem Ammoniumcitratpuffer handelte es sich 
urn 10 mM Citrat, eingestellt anf pH 8,2 durch Zugabe von 
Na^H. Das Ergebnis ist ein autoklavierbares, homogenes super- 
paramagnetisches Fluid. 



7.10 Herstellung eines wafirigen, stabilen 
superparamagnetic chen Fluids, das 
Metalloxid mit anhaftendem Dextran 
enthalt 

7.10.1 Synthese von Eisenoxid 

5 Liter einer Losung, die 755 g FeCl 3 6 H 2 0 und 320 g FeCl 2 
4 H 2 0 enthielt, wurden langsam zu 5 Litem 16%igem Na 4 OH, 
das 2.500 g Dextran (MW = 10,000 bis 15,000) enthielt, hinzugege- 
ben. Die Eisensalzlosung wurde iiber einen Zeitraum von 5 
Minuten und standigem kraftigen Riihren der Base zugesetzt. 

Es bildete sich ein schwarzer magnetischer Brei. 



7.10.2 Dispersion. Oxidation und Erhitzun? 

Die 10 Liter Brei (aus Abs. 7.10.1) wurden durch ein 
Durchflufi-Beschallungsgerat gepumpt, das an eine 100°C- 
Heizspiralen- und Kiihlspiralen-Anlage wie in ABB. 6 dargestellt 
angeschlossen war. Die Pumpgeschwindigkeit betrug ungef ahr 
0,4 Liter pro Minute, und der Pumpvorgang wurde ungefahr 30 
Minuten lang fortgesetzt. Die resultierende Losung wurde 
anschliefiend zentrifugiert, und das ausgefallte Pellet wurde 
weggeworfen. 
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7.10.3 Entfernun? von nicht in Reaktion getretenem 
Dextran, Transfer zu Citrat puffer und 
Sterilisation 

Der Uberstand (aus Abs. 7.10.3) wurde auf ein Gesamt- 
volumen von 20 1 mit entsalztem, sterilem Wasser verdiinnt, und 
die resultierende Losung wurde dialysiert wie in Beispiel 7.9 
beschrieben, wobei jedoch ein grofierer Dialyse-/Konzentrations- 
apparat, der DC 10, zum Einsatz kam. Die Kartusche des 
Dialyseapparats besafi ein Molekulargewicht-AusscMuflvermogen 
von 100.000 Dalton, was die Entfernung von Dextran erlaubte. 
Eine Ultrafiltration wurde in nichtkontinuierlicher Weise durchge- 
fuhrt, wobei das Volumen von 20 1 auf 5 1 verringert und Losung 
in 16-1-Chargen hinzugegeben wurden. Fiinf Chargen k 16 1 
entsalztes, destilliertes Wasser wurden hinzugegeben. 

Dann wurde Natriumcitrat als 1 M Citratpufferansatz 
zugesetzt und wurde die Losung wie in Beispiel 7.9 dialysiert. Das 
resultierende Citrat wurde vor dem Autoklavieren mit NaOH auf 
pH 6,5 eingestellt. Das Citrat/Eisen-Verhaltnis lag in der 
Endlosung zwischen 0,01 und 0,1 Citrat/Fe. (Beispielsweise lagen 
bei einer Eisenkonzentration von 1,26 M 0,04 M Citrat vor.) Das 
magnetische Fluid wurde in Flaschen abgefullt und autoklaviert 
(121 °C, 30 Minuten). Das Ergebnis ist ein steriles homogenes 
magnetisches Fluid, wie in ABB. 5 gezeigt. 
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7.11 Herstellung eines wa&igen, stabilen 
superparamagnetischen Fluids, das 
Metalloxid mit angelagertem Silan enthalt 

7.11.1 Herstellung von Eisenoxid 

Eine Losung von 0,25 M Eisen(ID-chlorid und 0,5 M 
Eisen(m)-chlorid (600 ml) wurde zu einer Losung von 5 M NaOH 
(600 ml) gegeben. Es bildete sich ein schwarzes magnetisches 
Oxidprazipitat, das wiederholt mit einer Base gewaschen imd 
dekantiert wurde, bis ein pH-Wert von 9 erreicht war. 

7.11.2 Dispersion, Oxidation und Silanisierun% 

400 ml magnetisches Oxid (aus Abs. 7.11.1, ungefahr 15 g) 
wurden mit 25 ml gekiihlter Essigsaure in einem Becher gemischt. 
Dann wurde eine Schallsonde in den Becher eingefiihrt, und die 
Losung wurde mit hoher Intensitat 2 Minuten lang beschallt. Die 
Schallsonde wurde wieder entfernt, und es wurden 30 ml N-2- 
Aminoethyl-3-aminopropyltrimethoxysilan zugesetzt. Das 
resultierende Gemisch wurde dann wie zuvor beschallt. Die 
magnetische Losung wurde anschliefiend zu 200 ml Glycerol bei 
50 °C hinzugegeben. Die Temperatur wurde auf 105°C erhoht, und 
das Wasser wurde verdampft. 

Auf Grund der angewandten Beschallung ist das Material in 
Beispiel 3 weit kleiner als das Material, das in dem US-Patent 
Nr. 4.55.088 beschrieben ist. Wegen seiner geringen Grofie kann es 
nicht mit handgefiihrten Magneten manipuliert werden. Der 
Schritt der Glyceroldehydration wurde aus dem US-Patent 
Nr. 4.554.088 libernommen. 
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7.11.3 Entfernung von nicht in Reaktion getretenem 
Silan und Transfer zu C itratpuffer 

Der Glycerolbrei aus Abs. 7.11.2 wurde zu ca. 800 ml Wasser 
gegeben. Grofie Zusammenschliisse von magnetischen Teilchen 
wurden durch 20-miniitiges Zentrifugieren des Breies mit 1.000 x 
g entfernt Der Uberstand wurde anschliefiend gegen Citratpuffer 
in einer Hohlfaser-Dialysevorrichtung wie in Beispiel 6.9 
dialysiert. 



7.12 Wirkungen des superparamag netischen 
Fluids auf die Protone nrelaxationszeit 

Die Aus wirkungen von Substanzen auf ein In-\ovo-MR-Bild 
konnen mit Hilfe eines Magnetresonanz-(MR-)Spektrometers 
beurteilt werden. Bei dieser Untersuchung wurde ein Gerat vom 
Typ IBM-PC-20 eingesetzt, das Tj und T 2 bei 25 "C, 0,47 Tesla und 
20 MHz mifit. Eine Verbesserung der Protonenrelaxation lafit sich 
quantifizieren, indem man die Steigung einer Kurve von 1/T, dem 
Reziprokwert der Relaxationszeit, der Konzentration des 
Kontrastmittels gegeniiberstellt. Die Kurve verlauf t im allgemei- 
nen linear, und die Steigung wird als die Relaxivitat und mit Rl 
und R2 bezeichnet Relaxivitat wird angegeben in der Einheit 
M" 1 s' 1 . Hohere Relaxivitatswerte geben an, dafi Material bei 
abnehmenden Protonenrelaxationszeiten mehr Kraft pro Mol 
Eisen besitzt und somit audi ein starkeres Kontrastmittel ist. Es 
wurden die Relaxivitaten fiir eine Reihe von verschiedenen 
Formen von magnetischen Stoffen ermittelt Die nachgenannten 
Materialien wurden untersucht: 

Superparamagnetisches Huid gemafi dieser Erfindung: Ein 
dispergiertes Fluid, das einzelne superparamagnedsche Kristalle 
von gemafi dem Beispiel 7.10 hergestelltem Eisenoxid enthait. Die 
Magnetisierungskurve dieses Materials ist in ABB. 4 dargestellt. 



Fe 2 03: Ein ferromagnetisches Gamma-Eisen(III)-Oxid, das 
fur die Datenaufzeichnung eingesetzt wird. Dieses Material 
wurde bezogen von Pfizer Corp., Minerals, Pigments and Metals 
Division, Bestellnummer 2228. 

Cluster: Ein silanisierter Cluster von superparamagneti- 
schem Eisenoxid mit mehreren 10 bis mehreren Hundert 
Kristallen, gepackt in |x-grofien Teilchen. Dieses Material wurde 
nach dem US-Patent Nr. 4.554.088 hergestellt. 

FeO:OH: ein paramagnetisches Eisen(m)-oxyhydroxid, das 
im Rahmen der Behandlung von Anamie eingesetzt wird. Es 
wurde bezogen von Fisons Corporation und wird unter den 
Handelsnamen Proferdex (Fisons corporation) und Imferon 
(Merrill Dow Inc.) vertrieben. 

Fe 3+ /DTPA: ein loslicher Komplex aus Eisen(IH)-ion und 
Diethylentriaminpentaacetsaure (DPTA). (Die Da ten fur dieses 
Material stammen von Lauffer et al., J. Comp. Assist. Tomog. 9(3), 
S. 431 [1985]). 

Die Ergebnisse sind im folgenden zusammengefafit: 



TABELLE m 

WIRKUNGEN VERSCHIEDENER FORMEN VON EISEN 
AUF DIE PROTONENRELAXATIQNSZEIT 

El R2 
Material (M" 1 x s" 1 ) (M" 1 x s' 1 ) 

Superpara- 

magnetisches Fluid 4 x 10 +4 1,6 x 10 +5 

Gamma-Fe 2 0 3 100 7,2 x 10 +3 

FeO:OH 0 60 

Cluster 2 x 10 +3 3 x 10 +4 

Fe 3+ /DTPA 0,73 x 10 +3 0,85 x 10 +4 
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Kurz gesagt, das Material dieser Erfindung ist, wie die hohen 
Werte von Rl und R2 zeigen, bemerkenswert in bezug auf seine 
Fahigkeit, die Protonenrelaxationszeiten zu verkurzen. Zum 
Vergleich, der Wert von R2 fiir ferromagnetisches Dextranmagne- 
tit ist 1,7 x 10+ 4 NT 1 s" 1 (Ohgushi et al., J. Mag. Res. 29, S. 599 
[1978]). Dies ist der hochste in der Literatur belegte Wert ftir R2, 
soweit den Autoren bekannt. Die gemafi dieser Erfindung herge- 
stellten Stoffe sind starkere Verbesserer der Protonenrelaxations- 
zeit als ferromagnetische Stoffe und als paramagnetische 
Eisen(HD-oxyhydroxide. 

Hinzu kommt, dafi gut dispergierte Stoffe wie die dieser 
Erfindung hohere Relaxivitaten als Cluster-Materialien aufweisen. 
Das Verfahren dieser Erfindung bringt somit superparamagneti- 
sche Losungen hervor, die auf ihre Auswirkungen auf die 
Protonenrelaxation hin optimiert sind. 

7.13 Massenmagneteigenschaften von 
superparamagnetischen Fluids 

Magnetische Hystereschleifen wurden fur Proben des super- 
paramagnetischen Fluids dieser Erfindung, Gamma-Fe203 
(ferromagnetisch) und FeO:OH (paramagnetisch), untersucht in 
Beispiel 7.12, mit Hilfe eines handelsublichen Vibrations-Proben- 
magnetometer mit Feldern bis zu 6.000 Gauss, 25°C 7 erstellt. Die 
Ergebnisse sind in ABB. 4 dargestellt 

Kurz gesagt, bei starken aufieren magnetischen Feldern ist 
das superparamagnetische Fluid dieser Erfindung annahernd so 
magnetisch wie ferromagnetisches Eisenoxid und weit magneti- 
scher als das paramagnetische Eisen(III)-oxyhydroxid, indem es 
eine hohe magnetische Sattigung zeigt. Die Fluids dieser 
Erfindung sind eher superparamagnetisch als ferromagnetisch, 
indem sie fast ihr gesamtes magnetisches Moment bei Fehlen eines 
aufieren magnetischen Feldes verlieren. 
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7.14 Retention von Citrat 

Die Retention von 14 C-Citrat nach einer Dialyse kann 
genutzt werden zur Unterscheidung zwischen verschiedenen 
Eisenoxidformen, wie in Tabelle IV gezeigt. Alle Eisenoxide 
wurden vor der Verwendung zunachst gegen einen Puffer aus 
1 mM Tris-Cl, pH 8, dialysiert. Dann wurde eine 
Gleichgewichtsdialyse durchgefiihrt, urn die Fraktion des zuriick- 
gehaltenen Citrats zu bestimmen. Die Eisenkonzentration betrug 
17,8 mM, die Citratkonzentration betrug 2,6 mM. Die superpara- 
magnetischen Fluids dieser Erfindung halten Mengen von Citrat 
zuriick ahnlich den handelsiiblichen Eisen(IID-oxyhydroxiden, 
was darauf hinweist, dafi das Eisen in beiden Praparaten in einer 
ahnlichen chemischen Form vorliegt. Im Handel erhaltliche 
Eisenoxidformen wie z.B. Gamma-Fe 2 0 3 oder Fe 3 0 4 halten keine 
erheblichen Citratmengen zuriick (das Gamma-Fe 2 0 3 war 
dasselbe wie das, das in den Beispielen 7.12 und 7.13 verwendet 
wurde, wahrend das Fe 3 04 von Fisher Scientific Inc. bezogen 
worden war). Das Unvermogen dieser handelsiiblichen Eisen- 
oxide, Citrat zuriickzuhalten, gekoppelt mit der Fahigkeit von 
Eisen(m)-oxyhydroxid, dies zu tun, lafit stark vermuten, dafi 
Citrat nicht iiber die iiblichen chemischen Adsorptionsmechanis- 
men an Eisenoxidoberflachen adsorbiert. Die Retention von Citrat 
durch die superparamagnetischen Eisenoxide dieser Erfindung 
zeigt, daS diese Stoffe einen ionischen Charakter haben, der den 
Eisen(III)-oxyhydroxiden ahnlich ist. 
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TABELLE IV 

RETENTION VON CITRAT DURCH LOSUNGEN MIT 
VERSCHIEDENEN EISENOXIPEN 

Te Eisen zunickgehaltenes Citrat 
Material (mol/mol) 

FeOH:OH 0,026 

Erfindung 0,019 

Gamma-Fe 2 0 3 0,0028 

Fe 3 0 4 0,0018 



7.15 Stabilitat von superparamagnetischen 
Fluids 

Superparamagnetische Fluids, die gemafi Beispiel 7.9 
hergestellt worden waren, wurden einer Behandlung im Autokla- 
ven mit unterschiedlichen Citratkonzentrationen unterzogen. Bei 
einer Eisenkonzentration von 1,26 M wurden verschiedene 
Konzentrationen von Ammoniiuncitrat, pH 8, hinzugegeben, und 
die resultierenden Losungen wurden 1 Stunde lang auf 121 °C 
erhitzt. Die Ergebnisse sind in ABB. 5 dargestellt Die 6 Ampullen 
in Abb. 5B enthielten, wie gezeigt, Citratkonzentrationen von 100, 
50, 25, 15, 10 bzw. 5 mM Citrat. Die Ampullen waren wahrend des 
Autoklavierens in aufrechter Position, jedoch wurden sie fur das 
Foto in die waagerechte Position gebracht. In der waagerechten 
Lage der Ampullen ist das Vorkommen von geliertem Material 
sichtbar, sofern der obere Teil der Ampulle durchsichtig ist. Die 
ganz geschwarzten Ampullen (Citratkonzentrationen zwischen 15 
und 100 mM) weisen darauf hin, dafi eine Losung von superpara- 
magnetischen Stoffen bewahrt worden ist. Die zwei Ampullen 
rechts (Cifcratkonzentration von 5 und 10 mM) zeigen, dafi sich ein 
Gel gebildet hat. Die ABB. 5A zeigt desweiteren das charakteristi- 
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sche Gel, gewonnen ohne Citrat oder mit ungeeignetem Citrat 
(5 undlOmM Citrat). 

7.16 Biologische Abbaubarkeit von 
superparamagnetischen Fluids 

Paramagnetische EisenQID-oxyhydroxide sind biologisch 
abbaubar und werden seit langem zur Behandlung von Anamie 
eingesetzt. Daher wurde die biologische Abbaubarkeit der super- 
paramagnetischen Fluids dieser Erfindung mit den paramagneti- 
schen EisenQID-oxyhydroxiden verglichen. Die Fahigkeit beider 
Praparate, Anamie bei Ratten umzukehren, wurde als ein Modell 
herangezogen. Das paramagnetische Eisen(IID-oxyhydroxid war 
Imferon, mit angelagertem Dextran. Das superparamagnetische 
Fluid war auch mit Dextran gekoppelt und weir wie in Beispiel 
7.10 beschrieben hergestellt worden. 

Entwohnte Rattenbabies wurden in vier Gruppen von 
jeweils fiinf Ratten auf geteilt Die Ratten in Gruppe 1 erhielterv ein 
eisenhaltiges Futter imd wurden in den Wochen 5, 6, 7 und 8 
getotet, urn die Herstellung normaler Eisen-(Hamatokrit-)werte 
im Rattengewebe zu gestatten. Die Ratten in Gruppe 2 wurden 
ebenso in den Wochen 5, 6, 7 und 8 getdtet, urn die Herstellung 
normaler Eisenwerte im Rattengewebe zu gestatten. Die Ratten in 
den Gruppen 2, 3 und 4 erhielten eine sehr eisenarme Kost. Nach 
der Einnahme der eisenarmen Kost iiber 5 Wochen erhielten die 
Ratten in der Gruppen 3 und 4 intra venose (Schwanzvene) 
Injektionen von Eisen, um ihre Anamie umzukehren und um 
wieder normale Werte herzustellen. Die Ratten in Gruppe 3 
erhielten Proferdex, wahrend die Ratten in Gruppe 4 das dextrani- 
sierte superparamagnetische Fluid erhielten. Den Ratten, die Eisen 
erhielten, wurde eine Einzeldosis von 30 mg Eisen pro kg injiziert, 
einer ausreichenden Dosis, um ihre Anamie umzukehren. Die 
Ergebnisse sind in Tabelle V zusammengestellt. 
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TABELLE V 



UMKEHRUNG VON ANAMTE MIT HILFE VON 
SUP ERP ARAMAGN ETISC HEN EISENOXIDTEILCHEN 

Hamatokrit (1 % rote ZeUen in Vollblut) 



WocheS Woche6 Woche 7 Woche8 
PS ED PS ED PS ED PS ED 



Futter 
wenigFe 
Imferon 
Erfindung 



45,2 


0,5 


46,7 


0,9 


47,0 


0,8 


29,5 


2,1 


32,7 


1,2 


34,8 


23 


43,1 


1,9 


42,8 




46,3 


1,2 


44,3 


2,3 


42,7 


1,1 


47,6 


1,6 



D5 = Durchschnitt 
ED = Einzeldosis 



Es lafit sich feststellen, dafi das superparamagnetische 
Eisenoxid dieser Erfindung die Wiederherstellung normaler 
Hamatokritwerte bei Ratten genauso gut wie das paramagnetische 
Praparat Imferon bewirkt 



7.17 Ubersicht uber die Eigenschaften von 
superparamagnetischen Fluids 

Die Eigenschaften der superparamagnetischen Fluids dieser 
Erfindung verglichen mit Losungen, die mit anderen Arten von 
Eisen(III)-oxid hergestellt worden sind, sind in Tabelle VI zusam- 
mengefaCt 
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TABELLE VI 

UBERSICHT UBER DIE EIGENSCHAFTEN VON WASSRIGEN 
LQSUNGEN VESCHIEDENER EISENQID-OXIDE 

Magnet MR- Biologische Citrat- 
sattigung . Relaxivitat Abbaubarkeit retention 
(ABB. 4) (Tabelle n) (Tabel le V) (Tab. IV) 

FeOHrOH gering keine stark stark 

Gamma-Fe203 stark etwas gering 

Erfindung stark stark stark stark 

D.h., die superparamagnetischen Fluids dieser Erfindung 
besitzen eine einzigartige Kombination aus magnetischen, biologi- 
schen und Aruonenretentions-Eigenschaften. 

7.18 Verlangerung der Serumlebensdauer von 
dextranbeschichteten superparamagnetic 
schen Eisenoxidteilchen 

Zur Bewertung der Effektivitat von dextranbeschichtetem 
paramagnetischem Eisenoxid als Lebensdauer-Verlangerer wurde 
eine Vergleichsstudie durchgefuhrt 

In beiden Versuchen wurde in eine Ratte von 300 g Korper- 
gewicht 1 mg Fe/kg Korpergewicht dextranbeschichtetes super- 
paramagnetisches Metalloxid, das wie in Beispiel 7.1 beschrieben 
hergestellt worden war, injiziert. In einem Versuch jedoch wurden 
der Ratte 15 Minuten vor dem Empfang des superparamagneti- 
schen Materials zusatzlich 2,5 mg Fe/kg dextranbeschichtetes 
paramagnetisches Eisenoxid injiziert (hergestellt nach dem in 
Beispiel 7.1. beschriebenen Verfahren, wobei jedoch kein 
zweiwertiges Salz verwendet wurde). Der T 2 -Wert des Bluts des 
Subjekts wurde periodisch uber die darauffolgenden 3 Stunden 
gemessen. Die Ergebnisse sind in Abbildung 7 dargestellt 
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Kurz gesagt, in beiden Versuchen fiel der Blut-T 2 -Wert 
innerhalb von 5 Minuten nach Zugabe des superparamagneti- 
schen Materials drastisch ab. Der Wert jedoch kehrte rasch auf 
seinen Normalwert in der Ratte zunick, die nicht den superpara- 
magnetischen Stoff erhalten hatte, vermutlich wegen der Adsorp- 
tion des Mittels durch das reticuloendothelial System (RES). Im 
Gegensatz dazu dehnte sich die T 2 -Dampfung drastisch aus bei 
Einsatz des paramagnetischen Mittels. Dies ist die Folge eines 
Wettstreits zwischen superparamagnetischem und paramagneti- 
schem Material urn RES-Rezeptoren, was die Lebensdauer des 
superparamagnetischen Mittels stark verlangert. 
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Obersetzung 



Anspruche 

1. Ein Verfahren zur Hersteflung eines stabilen superparamagnetischen 
Fluids, dessen pH-Wert zwischen pH 6 und pH 9 liegt, die nachgenannten 
Verfahrensschritte umfassend: 

(i) Bilden von superparamagnetischen Metalloxidpartikeln durch 
basisches AusfaMen von zweiwertigen und dreiwertigen Metallsalzen: 

(ii) Dispergieren und Oxidieren der besagten superparamagnetischen 
Metalloxidpartikel durch Beschallen mit Ultraschall bei einer Temperatur 
zwischen Umgebungstemperatur und 100"C, urn ein superparamagnetisches 
Fluid hervorzubringen; 

(iii) Zentrifugieren des besagten superparamagnetischen Fluids und 
Zuruckbehalten des Uberstandes; und 

(iv) Dialysieren des Uberstandes in Gegenwart eines Polycarboxylat- 
puffers mit einem pH-Wert zwischen pH 6 und pH 9. 

2. Das Verfahren gemaB Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB es 
sich bei den zweiwertigen und dreiwertigen Metallsalzen urn Eisensalze 
handelt, die in einem VerhSltnis zwischen 1 :4 und 4:1 vorliegen. 

3. Das Verfahren gemaB Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, daB es 
sich bei den zweiwertigen und dreiwertigen Eisensalzen um FeC^ und FeC^ 
handelt. 

4. Das Verfahren gemaB Anspruch 2 Oder 3, dadurch gekennzeichnet, 
daB es desweiteren den Verfahrensschritt des Austauschens eines Teils des 
zweiwertigen Eisensalzes gegen ein zweiwertiges Kobalt- oder Mangansalz 
umfaBt. 

5. Das Verfahren gemaB Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet, daB der 
ausgetauschte Eisensalz-Anteil die Halfte oder weniger als die Halfte ausmacht. 

6. Das Verfahren gemaB den Anspruchen 1 bis 5, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB die besagte Beschallung mit Hilfe einer Ultraschall-Vorrichtung 
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erfolgt, ausgewahit aus der Gruppe umfassend einen Schallkopf und ein 
DurchfluB-Ultraschallgerat. 

7. Das Verfahren gemaB den Anspruchen 1 bis 6, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB der besagte Polycarboxyiatpuffer ausgewahit wird aus der 
Gruppe umfassend einen Citratpuffer, einen Succinatpuffer, einen Maleatpuffer 
und einen Tartratpuffer. 

8. Eine Verbindung, die ein stabiles superparamagnetisches Fluid 
enthalt und die sich anhand der nachgenannten Verfahrensschritte gewinnen 
laBt: 

(i) Bilden von superparamagnetischen Metalloxidpartikeln durch 
basisches Ausfallen von zweiwertigen und dreiwertigen Metallsalzen: 

(ii) Dispergieren und Oxidieren der besagten superparamagnetischen 
Metalloxidpartikel durch Beschallen mit Ultraschall bei einer Temperatur 
zwischen Umgebungstemperatur und 100"C, urn ein superparamagnetisches 
Fluid hervorzubringen; 

(iii) Zentrifugieren des besagten superparamagnetischen Fluids und 
Zuruckbehalten des Oberstandes, der superparamagnetische Partikel enthalt, 

von denen ein jeder: 

(a) ein oder mehrere einzelne superparamagnetische Meta'lloxidkristalle 
mit einem Durchmesser zwischen 50 und 500 . 10~ 10 m enthalt; und 

(b) einen mittleren Gesamtdurchmesser zwischen 50 und 
5000 . 10~ 10 m aufweist; 

und 

(iv) Dialysieren des Oberstandes in Gegenwart eines Polycarboxylat- 
puffers mit einem pH-Wert zwischen pH 6 und pH 9. 

9. Die Verbindung gemaB Anspruch 8, dadurch gekennzeichnet, daB 
die besagten Partikel biologisch abbaubar sind, wie ihre Fahigkeit, von einem 
Subjekt innerhalb von 30 Tagen nach Verabreichung abgebaut zu werden, 
beweist. 

10. Die Verbindung gemaB Anspruch 8 oder 9 t dadurch gekennzeichnet, 
daB die Partikel mit einer Polymerbeschichtung versehen sind. 

11. Die Verbindung gemaB Anspruch 10, dadurch gekennzeichnet, daB 
die besagte Polymerbeschichtung ein Molekulargewicht zwischen 5.000 und 
250.000 Dalton aufweist. 
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12. Die Verbindung gemaB Anspruch 10 oder 11, dadurch gekenn- 
zeichnet, da3 die besagte Polymerbeschichtung ausgewahlt wird aus der 
Gruppe bestehend aus einem Kohlenhydrat, einem Protein, einem Polypeptid 
und einem Organosilan. 

13. Die Verbindung gemaB Anspruch 12, dadurch gekennzeichnet, daB 
es sich bei dem besagten Kohlenhydrat urn ein Dextran handelt. 

14. Die Verbindung gemaB Anspruch 13, dadurch gekennzeichnet, daB 
das besagte Dextran ausgewahlt wird aus der Gruppe bestehend aus einem 
Dextran mit 17.900 Daiton, einem Dextran mit 35.600 Dalton, einem Dextran mit 
71.000 Dalton und einem Dextran mit 249.000 Dalton. 

15. Die Verbindung gemaB Anspruch 12, dadurch gekennzeichnet, daB 
es sich bei dem besagten Protein urn Albumin handelt. 

16. Die Verbindung gemaB Anspruch 15, dadurch gekennzeichnet, daB 
das besagte Albumin ausgewahlt wird aus der Gruppe bestehend aus Serum- 
albumin vom Menschen und Serumalbumin vom Rind. 

17. Die Verbindung gemaB Anspruch 12, dadurch gekennzeichnet, daB 
das besagte Polypeptid ausgewahlt wird aus der Gruppe bestehend aus Poly- 
glutamat und Polylysin. 

18. Die Verbindung gemaB Anspruch 12, dadurch gekennzeichnet, daB 
es sich bei dem besagten Organosilan urn N-2-Aminoethyl-3-aminopropyl- 
trimethoxysilan handelt. 

19. Die Verbindung gemaB den Anspruchen 10 bis 12, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB sie desweiteren ein Biomolekul enthait, das kovalent an die 
besagte Polymerbeschichtung gebunden ist und das funktionelle Gruppen 
besitzt, die in der Lage sind, die Erkennung der Partikel durch Rezeptoren 
verschiedener Organe oder Gewebe nach Verabreichung der Partikel an ein 
Subjekt zu erieichtern. 

20. Die Verbindung gemaB den Anspruchen 8 bis 19, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB der besagte Polycarboxylatpuffer ausgewahlt wird aus der 
Gruppe bestehend aus einem Citratpuffer, einem Tartratpuffer, einem Succinat- 
puffer und einem Maleatpuffer. 
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21. Die Verbindung gemaB Anspruch 20, dadurch gekennzeichnet, daB 
besagter Citratpuffer abgeleitet wird aus dem aus der Gruppe bestehend aus 
Natriumcitrat, Kaliumcitrat und Ammoniumcttrat ausgewahlten Salz. 

22. Die Verbindung gem£B den AnsprCichen 8 bis 21, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB es sich bei dem besagten Metalloxid urn ein Eisenoxid handelt. 

23. Die Verbindung gemaB Anspruch 22, dadurch gekennzeichnet, daB: 
(i) die Eieenkonzentration des Elsenoxids zwischen 0,05 und 5 mol 

liegt; 

00 das Polycarboxylat-Gegenion des besagten Polycarboxylatpuffers in 
einer Konzentration zwischen 0,001 und 0,1 mol Polycarboxylat-Gegenion pro 

moi Eisen vorliegt; und 

(Hi) der pH-Wert des besagten Fluids zwischen pH 6 und pH 8,3 liegt. 

24. Ein verbessertes Verfahren zur Gewinnung eines nach dem Kenv 
spinresonanz-(MR-)Verfahren aufgenommenen In-vivo-Bildes eines tierischen 
Oder menschlichen Organs Oder Gewebes, dadurch gekennzeichnet, daB die 
Verbesserung die Verabreichung einer bildverbessemden Dosis eines 
Kemspintomographie-(MR!-)Kontrastmittels an das Tier Oder den Menschep 
beinhaltet, wobei das Kontrastmittel das superparamagnetische' Fluid gemaB 
den AnsprtJchen 8 bis 23 enthalt 

25. Das Verfahren gemaB Anspruch 24, dadurch gekennzeichnet. da(3 
das besagte Kontrastmittel nach der aus der Gruppe bestehend aus intra- 
vaskulSrer Injektlon, oraler Verabreichung, Sondierung und Einlauf gewahlten 
Methods verabretcht wird. 

26. Das Verfahren gemaB Anspruch 24, dadurch gekennzeichnet, daB 
das bildlich darzustellende Organ ausgewahlt wird aus der Gruppe bestehend 
aus dem Magendarmtrakt, dem retlculo-endothelialen System und dem vaskula- 
ren System. 

• 

27. Das Verfahren gemaB Anspruch 26, dadurch gekennzeichnet, daB 
das besagte Organ oder Gewebe des Magendarmtrakts ausgewahlt wird aus 
der Gruppe bestehend aus der Speiserohre, dem Dunndarm und dem Dick- 
darm. 



t 
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28. Das Verfahren gemaB Anspruch 26, dadurch gekennzeichnet, daB 
das besagte Organ Oder Gewebe des reticulo-endothelialen Systems ausge- 
wahlt wird aus der Gruppe bestehend aus der Leber, der MHz, den Lymph- 
knoten, dem Knochenmark, dem Nervengewebe und der Lunge, 

29. Eine pharmazeutische Verbindung, die die Verbindung gemaB den 
Anspruchen 8 bis 23 enthfiit. 

30. Die pharmazeutische Verbindung gemaB Anspruch 29 zur Verwen- 
dung ais ein zur Bllderzeugung nach dem Kemspinresonanz-Verfahren in vivo 
eingesetztes Kontrastmittel. 

ft 

I 

31 . Die pharmazeutische Verbindung gemaB Anspruch 29 zur Verwen- 
dung zum Zwecke der Anfimie-Abschwachung bei einem Tier oder einem 
Menschen. 

i 

32. Die pharmazeutische Verbindung gemaB Anspruch 31 umfassend 
eine wirksame Menge eines Fluids, das biologisch abbaubare superpara- 
magnetische Eisenoxidpartikel sowie einen Polycarboxylatpuffer errthalt, 
dadurch gekennzeichnet, daB besagte Eisenoxidpartikel: 

a) aus ein oder mehreren einzelnen biologisch abbaubaren super- 
paramagnetlschen Eisenoxldkrlstallen bestehen; 

b) einen mittleren Gesamtdurchmesser zwischen 50 und 
5.000 . 10~ 10 m aufweisen; 

c) slch biologisch abbauen lassen, wie die Inkorporierbarkeit des Eisens 
der besagten Eisenoxidpartikel in das Hemoglobin eines Subjekts innerhalb von 
30 Tagen nach Verabreichung bewelst; 

d) in der Lage sind, in Lfisung als Kationen zu wirken; und 

e) durch den Polycarboxylatpuffer mit einem pH-Wert zwischen pH 6 
und pH 9 auf Grund der zwischen den kationischen Eisenoxidpartikeln und deh 
Polycarboxylatanionen des Polycarboxylatpuffers wirkenden Anziehungskrafte 
stabilisiert werden. 

« 

33. Die pharmazeutische Verbindung gemaB Anspruch 32, dadurch 
gekennzeichnet, daB besagte Partikel mit einer Polymerbeschichtung versehen 
sind. 
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